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 Le sang est composé de différents types cellulaires : les leucocytes, les érythrocytes et 
les plaquettes. Le terme leucocytes regroupe les lymphocytes B et T, les Natural Killers, les 
granulocytes et les monocytes. On les appelle également les globules blancs. Les leucocytes 
assurent la défense de l’organisme. Les érythrocytes, appelés aussi globules rouges ou 
hématies, ont pour fonction principale le transport de l’oxygène et les plaquettes permettent la 
coagulation.  
 Les cellules du sang ont une durée de vie limitée. De plus, en cas de stress (altitude, 
exercice, saignement, infection…), les besoins cellulaires du corps peuvent augmenter. 
L’organisme doit par conséquent assurer le renouvellement continu des cellules sanguines et 
s’adapter à ses besoins. Chaque jour, l’organisme d’un adulte produit environ 2.1011 
érythrocytes, 1.1011 leucocytes et 1.1011 plaquettes, et leur taux de production peut augmenter 
de plus de dix fois en cas de nécessité. L’hématopoïèse est le processus qui permet, par 
différentes étapes de différenciation et d’expansion, la production de l’ensemble des cellules 
du sang. Chez les mammifères, ce processus se déroule dans le foie et la rate pour le fœtus, et 
dans la moelle osseuse des os plats et l’épiphyse des os longs pour l’adulte. Selon le modèle 
classique, l’hématopoïèse peut être compartimentée en deux branches, d’une part la lignée 
lymphoïde, aboutissant à la formation des lymphocytes et Natural Killers, et d’autre part la 
lignée myéloïde (au sens large) permettant la formation des granulocytes, monocytes, 
érythrocytes et plaquettes. La formation des cellules de la lignée myéloïde est nommée la 
myélopoïèse.  
 
B. Les différentes étapes de la myélopoïèse 
 
1. La CSH et les progéniteurs myéloïdes communs 
 
 La myélopoïèse est assurée par un petit contingent de cellules pluripotentes, capables 
de générer l’ensemble du tissu hématopoïétique, à longue durée de vie et ayant des capacités 




 Le compartiment des CSH peut être séparé en deux sous-populations distinguées selon 
leur capacité de reconstitution de l'hématopoïèse ; les LT-HSC (« Long Term-Hematopoietic 
Stem Cell »), dont la fréquence est très faible, qui ont une capacité d’auto-renouvellement 
long et reconstituent de façon définitive l'hématopoïèse, sont considérées comme les 
véritables HSC ; les ST-HSC (« Short-Term HSC ») qui ont une capacité de reconstitution 
rapide mais inférieure à 6 mois, donnent naissance à des progéniteurs multipotents ; et les 
MPP (« multipotent progenitor »). Ces derniers ne possèdent plus de capacité d’auto-
renouvellement mais sont capables de reconstituer tous les tissus hématopoïétiques (Morrison 
et al., 1997), (Kondo, 2010). 
 
 La MPP se différencie pour donner naissance à des progéniteurs aux capacités de 
différenciation un peu plus restreintes, engagés dans la lignée myéloïde, le progéniteur 
myéloïde commun ou CMP (« Common Myeloid progenitor ») nommé aussi CFU-GEMM (« 
Colony Forming Unit Granulocyte/ Erythrocyte/ Megakaryocyte/ Macrophage »), ou dans la 
voie lymphoïde, le progéniteur lymphoïde commun ou CLP (« Common Lymphoid 
Progenitor »). Cependant, ce modèle dit « classique » est controversé. Certains travaux 
conduisent à penser que les progéniteurs de la lignée lymphoïde conservent un potentiel 
myéloïde (Kawamoto et al., 2010). 
 
 
Figure 1 : Représentation schématique du modèle classique de l’hématopoïèse 
D’après Jonas Larsson and Stefan Karlsson, 2005 (Larsson and Karlsson, 2005) 
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2. La différenciation érythroïde 
 
 Selon le schéma classique de l’érythropoïèse, le progéniteur myéloïde commun CFU-
GEMM se différencie, tout d’abord, en un progéniteur bipotent érythro-mégacaryocytaire, le 
MEP (« Megakaryocytic Erythroid Progenitor »). 
 L’engagement dans la voie de différenciation érythroïde se fait lors de la 
différenciation du MEP en un progéniteur restreint, le burst-forming unit-erythroid (BFU-E). 
Le BFU-E se différencie ensuite en progéniteur tardif nommé colony-forming unit-erythroid 
(CFU-E).  
 La différenciation érythroïde terminale nécessite la formation d’îlots érythroblastiques 
composés de macrophages entourés d’érythoblastes à différents stades de différenciation. Les 
érythroblastes nécessitent la participation du macrophage afin d’assurer leur différenciation 
terminale et devenir globule rouges. Lors de la différenciation érythroïde terminale, se 
succèdent différentes étapes donnant naissance à différents stades de précurseurs 
reconnaissables par leur caractéristiques morphologiques : le proérythroblaste, l’érythroblaste 
basophile, l’érythroblaste polychromatophile et l’érythroblaste acidophile. Ce dernier, avec 
l’aide des macrophages, procède à l’énucléation de son noyau pour devenir réticulocyte, passe 
dans le sang et finit sa maturation pour donner l’érythrocyte fonctionnel assurant le transport 
d’oxygène dans le sang. 
 
Figure 2 : Représentation schématique de la différenciation érythrocytaire 




3. La différenciation mégacaryocytaire 
 
 La mégacaryopoïèse est le processus permettant la production de plaquettes. 
L’engagement dans la voie mégacaryocytaire se fait par la différenciation du MEP en BFU-
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MK (« Burst Forming Unit – Megakaryocyte »), progéniteur unipotent. S’en suit le stade de 
progéniteur CFU-MK (« Colony Forming Unit – Megakaryocyte ») qui se différencie en 
promégacaryoblastes, puis en mégacaryoblaste, première cellule identifiable 
morphologiquement. Par la suite, se produit le phénomène d’endomitose, division nucléaire 
sans division du cytoplasme conduisant à des cellules polyploïdes. 
 Les mégacaryoblastes se différencient successivement en mégacaryocytes basophiles, 
en mégacaryocytes granuleux puis en mégacaryocytes thrombocytogènes. Au cours de ces 
différents stades, une maturation cytoplasmique est observée. De fins prolongements 
cytoplasmiques appelés proplaquettes apparaissent. Le mégacaryocyte thrombocytogène 
présente alors un aspect en “pieuvre”. Les proplaquettes et se fragmentent pour libérer les 
plaquettes.  
 
Figure 3 : Représentation schématique de la différenciation mégacaryocytaire  
(adapté de (Chang et al., 2007)) 
 
 
4. La différenciation granulo-monocytaire 
 
 La granulo-monopoïèse est la production de granulocytes (polynucléaires 
neutrophiles, éosinophiles, basophiles) et de monocytes.  
 Le polynucléaire neutrophile et le monocyte sont issus d’un même progéniteur 
commun, le CFU-GM (« Colony Forming Unit – Granulocyte Macrophage »).  
 L’engagement dans la différenciation monocytaire passe par la maturation du CFU-
GM en un progéniteur unipotent, le CFU-M (« Colony Forming Unit – Macrophage »), qui se 
différencie en différent stades de précurseurs reconnaissables par leur morphologie, les 




   
Figure 4 : Représentation schématique de la différenciation monocytaire 
 
 La différenciation granulocytaire neutrophile, nécessite la différenciation du CFU-GM 
en CFU-G (« Colony Forming Unit - Granulocyte »). Le premier stade de précurseur est le 
myéloblaste qui se différencie en promyélocyte, puis myélocyte et enfin en métamyélocyte 
afin de devenir polynucléaire neutrophile. 
 
Figure 5 : Représentation schématique de la différenciation granulocytaire neutrophile 
 
 Selon le schéma classique, les polynucléaires éosinophiles et basophiles sont eux issus 
de la différenciation de la CFU-GEMM directement en progéniteur unipotent, le CFU-Eo (« 
Colony Forming Unit – Eosinophile ») et le CFU-B (« Colony Forming Unit – Basophile ») 
respectivement. 
 
C. Cytokines et facteurs de croissance 
 
 L’ensemble des étapes de différenciation est régulée sous l’influence du 
microenvironnement, de facteurs de transcription spécifiques et de cytokines. Les cytokines 
sont des groupes de glycoprotéines acides qui se fixent à des récepteurs situés à la surface des 
cellules et agissent de façon endocrine ou paracrine afin d’influencer la prolifération, la 
survie, l’engagement dans un lignée cellulaire et la différenciation des cellules.  
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 Certaines cytokines sont spécifiques d’une lignée. Ainsi, l’érythropoïétine (EPO), le 
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), le monocyte colony-stimulating factor (M-
CSF) et la thrombopoïétine (TPO) sont les principaux régulateurs de la production 
d’érythrocytes, de granulocytes, de monocytes et de plaquettes respectivement (voir figure 6). 
Ceci est dû à la présence des récepteurs uniquement sur la surface des cellules concernées. Par 
exemple, on note une dépendance vis-à-vis de l’EPO apparaissant entre les stades BFU-E et 
CFU-E et qui perdure jusqu’au stade erythroblaste acidophile. Or, le récepteur à l’EPO est 
exprimé à la surface des cellules appartenant aux mêmes stades de différenciation. En 
revanche, les autres cellules hématopoïétiques ne sont pas dépendantes de l’EPO et 
n’expriment pas son récepteur. 
 D’autres cytokines peuvent agir sur différentes lignées. C’est le cas par exemple du 
GM-CSF qui agit à la fois sur la lignée granulocytaire et la lignée monocytaire (pour revue 
(Metcalf, 2008)). 
Figure 6 : Représentation schématique des principales cytokines des différenciations 
myéloïdes 
PE : Proérythroblaste, EB : Erythroblaste Basophile, EP : Erythroblaste Polychromatophile, EA : Erythroblaste 
Acidophile, GR : Globule Rouge MKB: Mégacaryoblaste, MKCB: Mégacaryocyte Basophile, MKCG : 
Mégacaryocyte Granuleux, MKCT : Mégacaryocyte Thrombocytogène. 
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 In vitro, il est possible d’orienter la différenciation des progéniteurs hématopoïétiques 
vers une lignée particulière grâce à un cocktail de cytokines. Par exemple, un milieu 
complémenté de SCF, d’IL-3 et d’EPO permettra la différenciation des cellules dans la voie 
érythrocytaire, alors qu’un milieu additionné de SCF, GM-CSF, FLT-3 ligand et d’IL-3 




 A chaque étape de la différenciation, les cellules expriment à leur surface des 
antigènes plus ou moins spécifiques. La présence et surtout la combinaison de ces antigènes 
nous permet ainsi de repérer le stade de différenciation auquel une cellule se trouve par 
immunophénotypage. 
 
1. Les marqueurs d’immaturité 
 
 La CSH est caractérisée par la présence, à sa surface, des antigènes CD34 (« Cluster 
de Différentiation 34 »), CD133 (connue aussi sous le nom de Prominin 1), Thy1 et c-kit 
(récepteur du SCF), et l’absence de l’antigène CD38 et de lin (« lineage negative »). Au cours 
de sa différenciation, la CSH va perdre ces marqueurs de surface et acquérir d’autres 
marqueurs spécifiques des différentes lignées. 
 L’antigène CD34, qui est une glycoprotéine impliquée dans l’adhésion cellule-cellule 
et cellule-matrice, est souvent utilisé pour sélectionner les cellules immatures. Elle est 
également exprimée par les MPP et les progéniteurs précoces (Krause et al., 1996). 
 
2. Les marqueurs de différenciation érythroïde 
 
 Au cours de la différenciation érythroïde, le marqueur d’immaturité CD34 cesse de 
s’exprimer à partir du stade BFU-E. Le récepteur membranaire CD36, souvent utilisé pour 
visualiser les stades précoces de l’érythropoïèse, est présent sur la surface de tous les 
progéniteurs et les précurseurs érythroïdes. Cependant, cet antigène n’est pas spécifique de la 
lignée érythroïde puisqu’il est également présent à la surface des mégacaryocytes. A un stade 
progéniteur tardif (CFU-E), les cellules commencent à exprimer à leur surface la Glycophorin 
A (GPA ou CD235a). La GPA est un marqueur spécifique de la lignée érythrocytaire car elle 
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est exprimée uniquement par le CFU-E, les précurseurs érythroïdes et les globules rouges. De 
plus, bien que l’antigène CD71 (récepteur à la transferrine 1) soit utilisé comme marqueur de 
prolifération, une forte expression de cet antigène est spécifique des érythroblastes et peut 
donc être également utilisée comme marqueur spécifique de la différenciation érythroïde 
terminale (Dong et al., 2011). Les principaux marqueurs caractéristiques de la différenciation 
érythroïde sont résumés dans la figure 7.  
 
Figure 7 : Représentation schématique des principaux marqueurs de différenciation 
érythrocytaire 
 
3. Les marqueurs de différenciation granulo-monocytaire 
 
 La différenciation granulo-monocytaire est caractérisée par la perte du marqueur 
CD34 et l’apparition du marqueur CD11b, qui correspond à l’intégrine α M, une molécule 
d’adhésion, présent à la fois dans la lignée granulocytaire et monocytaire. On note également 
l’apparition du marqueur CD14 (récepteur des lipopolysaccharides) à la surface des cellules 
engagées dans la voie monocytaire et du marqueur CD15 (une molécule d’adhésion) 
caractéristique de la différenciation granulocytaire terminale. Les principaux marqueurs des 








4. Les marqueurs de différenciation mégacaryocytaire 
 
 Comme tous les autres progéniteurs hématopoïétiques, les progéniteurs 
mégacaryocytaires expriment à leur surface les marqueurs CD34 et CD133. Lors de la 
progression de la différenciation, on voit disparaître ces marqueurs d’immaturité et apparaître 
l’antigène CD41 (la glycoprotéine plaquettaire IIb/IIIa impliquée dans l’adhésion des cellules) 
et les antigènes CD42a et CD42b (les glycoprotéines IX et Ib) exprimés à la surface des 
précurseurs mégacarytocytaires et qui sont des marqueurs relativement spécifiques de la 
lignée mégacaryocytaire. Tout comme les progéniteurs et précurseurs érythrocytaires, les 
mégacaryocytes et les plaquettes expriment également l’antigène CD36. En revanche, la 
tubuline β1, exprimée au cours des dernières étapes de différenciation, est spécifique de la 
lignée mégacaryocytaire. Les principaux marqueurs de la différenciation mégacaryocytaire 





Figure 9 : Représentation schématique des principaux marqueurs de différenciation 
mégacaryocytaire  
(adapté de (Chang et al., 2007) )  
 
 
E. Perturbations de la myélopoïèse 
 
 Une dérégulation de la myélopoïèse, que la source soit intrinsèque ou extrinsèque aux 
cellules, peut avoir pour conséquence une cytopénie, c'est-à-dire un manque de cellules ou au 
contraire un excès de production cellulaire. Par exemple, une dérégulation de la production 
d’EPO dans le sens de l’excès peut engendrer une production excessive d’érythrocytes (ou 
polyglobulie) ou, au contraire, une trop faible production d’EPO peut entraîner un manque de 
production d’érythrocytes (anémie). Certaines mutations peuvent avoir les mêmes 
conséquences. C’est par exemple le cas dans les néoplasies myéloprolifératives où on observe 
une production excessive de cellules de la lignée myéloïde indépendamment du taux de 
cytokines présentes dans le milieu. On peut également observer, dans le cas de mutations, des 
blocages de différenciation avec accumulation de cellules immatures (ou blastes) qui 










II. LES NEOPLASIES MYELOPROLIFERATIVES PHILADELPHIE 
NEGATIVES DITES « CLASSIQUES » 
 
 
 Les néoplasies myéloprolifératives (NMP) sont des hémopathies malignes acquises 
caractérisées par une expansion clonale de la lignée myéloïde prenant naissance à partir d’une 
CSH ou d’un progéniteur hématopoïétique. La classification WHO (« World Health 
Organization ») des NMP  distingue : la leucémie myéloide chronique (LMC), la maladie de 
Vaquez (MV), la thrombocytémie essentielle (TE), la myélofibrose primitive (MFP), la 
leucémie myéloïde neutrophile, la leucémie chronique éosinophile, la mastocytose et les NMP 
non classables (Klco et al., 2010). 
 La LMC est liée à la présence de la translocation t(9 ; 22), à l’origine du chromosome 
de Philadelphie. Cette anomalie chromosomique entraîne la présence dans la cellule d’une 
protéine de fusion, la protéine BCR-ABL responsable de la maladie. Les autres NMP sont 
dites « NMP Philadelphie négatives » car elles ne sont pas liées à la présence du chromosome 
Philadelphie. Parmi les NMP Philadelphie négatives, on distingue les NMP dites « classiques 
», qui sont la MV, la TE et la MFP des autres NMP dites « atypiques » qui sont plus rares. 
 
A. La maladie de Vaquez 
 
 La maladie de Vaquez (MV), connue aussi sous le nom de polyglobulie primitive, est  
caractérisée par une expansion excessive de la lignée myéloïde avec une prédominance sur la 
lignée érythrocytaire. Elle se manifeste par une augmentation de la masse globulaire, une 
splénomégalie et des signes cliniques liés à l’hyperviscosité et à l’hypervolémie sanguine. 
L’incidence de la MV est de 1 à 3/100 000 habitants par an. L’âge médian au diagnostic est 
proche de 60 ans avec une légère prédominance masculine. Le risque majeur de la maladie est 
la thrombose ou la transformation en myélofibrose primitive ou en leucémie aiguë myéloïde 
(LAM). 
 Contrairement aux polyglobulies dites « secondaires », cette pathologie est liée à un 
défaut intrinsèque aux cellules et non à une stimulation excessive des progéniteurs érythroïdes 
par des facteurs extrinsèques comme une production excessive d’EPO.   
 Les  progéniteurs érythroïdes de patients atteints de MV sont hypersensibles voire 
indépendants vis-à-vis de cytokines (EPO, SCF, GM-CSF, l’IL-3, IGF-1 (« Insulin-like 
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Growth- Factor-1 »)). Ainsi, les progéniteurs sont capables de pousser en milieu semi-solide, 
en absence d’EPO. On appelle les colonies érythroïdes formées en l’absence d’EPO des 
colonies érythroïdes endogènes (CEE). La capacité des progéniteurs à former des CEE était 
jusqu’en 2006 un critère diagnostique de la MV car cela les distinguait des polyglobulies 
secondaires. 
 
B. La thrombocythémie essentielle 
 
 La thrombocytémie essentielle (TE) est caractérisée par une expansion excessive de la 
lignée myéloïde avec une prédominance sur la lignée mégacaryocytaire. La TE se manifeste 
par un taux plaquettaire élevé, elle peut être asymptomatique ou entraîner une splénomégalie, 
une hépatomégalie et des hémorragies. Elle touche 2,6/100 000 habitants par an. 
Contrairement à la MV, la TE possède une légère prédominance féminine. Elle survient le 
plus souvent après l’âge de 50 ans mais on observe toutefois un pic d’apparition vers l’âge de 
30 ans. Comme pour la MV, le risque majeur de la maladie est la thrombose ou les 
hémorragies. Les risques de transformation en myélofibrose primitive ou en LAM existent, 
mais ils sont ici très faibles. Dans 50% des TE, les progéniteurs érythroïdes sont capables de 
former des CEE. La pousse spontanée des progéniteurs mégacaryocytaires a également été 
mise en évidence dans la TE (Adams et al., 1988). 
 
C. La myélofibrose primitive 
 
 La myélofibrose primitive (MFP) appelée aussi myélofibrose idiopathique est 
caractérisée par une prolifération excessive de la lignée myéloïde associée à un envahissement 
progressif de la moelle osseuse par du tissu fibreux avec apparition d’une hématopoïèse extra-
médullaire, d’une splénomégalie et d’une anémie. Son incidence est de 0,5 à 1,3/100 000 
habitants par an. L’âge moyen au moment du diagnostic se situe entre 60 et 65 ans. La MFP 
peut être la conséquence de l’évolution d’une MV ou d’une TE. Les risques majeurs de la 
maladie sont l’évolution en LAM et l’insuffisance médullaire. Dans la MFP, les progéniteurs 
érythroïdes sont également capables de former des CEE. La pousse spontanée des CFU-MK a 





D. Le statut mutationnel des NMP 
 
 La physiopathologie des NMP est longtemps restée inexpliquée. Des travaux anciens 
avaient documenté que les progéniteurs présentaient une hypersensibilité aux cytokines. Cette 
observation suggérait une anomalie dans la transduction du signal dans le contexte de la 
réponse aux cytokines. Cependant, aucune anomalie récurrente n’avait été mise en évidence 
tant au niveau de la structure des récepteurs, de sa signalisation, que de la régulation négative 
du signal (phosphatases). Ce n’est qu’en 2005 que quatre équipes ont simultanément identifié 
une première anomalie moléculaire caractéristique de ces maladies, une mutation de la 
tyrosine kinase JAK2, la mutation JAK2V617F (James et al., 2005), (Kralovics et al., 2005), 
(Levine et al., 2005), (Baxter et al., 2005). Cette anomalie est présente dans plus de 95% des 
cas de MV et dans environ 50% des cas de TE et de MFP. Etant donné qu’une faible 
proportion de patients atteints de MV et qu’une proportion significative de patients atteints de 
TE et MFP n’étaient pas concernés par la mutation, d’autre gènes candidats ont également été 
séquencés dans des échantillons de NMP. C’est ainsi qu’ont été découvertes des mutations au 
niveau du gène de MPL (« myeloproliferative leukemia virus oncogene »), le récepteur de la 
TPO ; de LNK, un adaptateur régulant négativement la transduction du signal de récepteurs 
aux cytokines ; ainsi que des mutations au niveau de l’exon 12 de JAK2 (Abdel-Wahab, 
2011).  
 D’autres mutations non spécifiques des NMP entraînant une altération de la 
signalisation des récepteurs aux cytokines ont également été découvertes comme la mutation 
des E3 ubiquitine ligases telles que SOCS3 (« Suppressor Of Cytokine Signaling 3 ») et CBL 
(« Casitas B-lineage Lymphoma »). On note également la présence dans les NMP de 
mutations situées sur des gènes agissant sur la régulation épigénétique telles que la mutation 
de TET-2 (« tet oncogene family member 2 »), EZH2 (« Enhancer of Zeste Homologue 2 »), 
et ASXL1 (« additionnal sex combs like 1 ») ou sur le métabolisme comme IDH1/2 (« 
Isocitrate DesHydrogenas1/2 »). Encore très récemment ont été découvertes de nouvelles 
mutations présentes dans les NMP : la mutation de DNMT3 (« DNA methyl transferase 3 ») 
et IKZF1 (« IKAROS family zinc finger 1 ») (Tefferi, 2011). Le tableau 1 résume les 





Tableau 1 : Tableau récapitulatif des mutations présentes dans les NMP 
 (adapté de  (Vainchenker et al., 2011) et  (Tefferi, 2011)) 
 
 Malgré la diversité des mutations retrouvées au sein de ces pathologies, la mutation 
JAK2V617F reste la mutation la plus fréquemment retrouvée. De plus, les autres mutations 
paraissent être indépendantes de la présence de JAK2V617F. Un patient peut posséder deux 
mutations sur le même clone tout comme sur deux clones différents. 
 
III. LA MUTATION JAK2V617F 
 
 La mutation JAK2V617F est une mutation ponctuelle touchant la tyrosine kinase JAK2. 
Il s’agit d’une mutation acquise touchant une CSH ou un progéniteur. Elle est homozygote 
MUTATIONS FREQUENCE FONCTION DE LA 
PROTEINE
CONSEQUENCES
DE LA MUTATION 
SUR LA PROTEINE
PHYSIOPATHOLOGIE




Gain de fonction Altération de la signalisation
Modifications épigénétiques
JAK2 exon 12 MV~3%, Tyrosine kinase, 
signalisation
Gain de fonction Altération de la signalisation
MPL TE (4%), MFP (11%) Récepteur, signalisation Gain de fonction Altération de la signalisation
CBL MFP (6%) Adaptateur, E3 ubiquititine
ligase, régulation négative 
de la signalisation
Dominant négatif Altération de la signalisation
LNK TE (<5%), MFP (<5%), 
AML post-NMP (13%)
Adaptateur, régulation 
négative de la signalisation
Perte de fonction Altération de la signalisation
SOCS3 MV: rare E3 ubiquititine ligase, 
régulation négative de la 
signalisation
Perte de fonction Altération de la signalisation
NF1 MFP (<6%), MV et TE: 
rare
Régulation de la voie des 
MAPK
Délétion Altération de la signalisation
ASLX1 MV et TE (<7%), MFP
(19-40%), AML post-
NMP (19%)
Modifications de la 
chromatine
Perte de fonction Modifications épigénétiques
EZH2 MV~3%, MFP~7% Méthylation de la 
chromatine
Perte de fonction Modifications épigénétiques
IKZF1 MV, TE, MFP: rare Facteur de transcription Délétion Modifications épigénétiques




Perte de fonction Modifications épigénétiques
DNMT3 MV~7%, MFP~7% Méthylation de l’ADN Indéterminé Modifications épigénétiques
IDH1/2 MV~2%, TE~1%, 
MFP~4%
Isocitrate deshydrogénase Néomorphisme Métabolisme
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chez 30% des patients. Cependant, il peut exister chez un même patient une proportion 
variable de cellules hématopoïétiques mutées (homozygotes et/ou hétérozygotes) et de 
cellules hématopoïétiques normales. Ceci explique que l’expression de JAK2 mutée varie 
d’un malade à l’autre et, avec le temps, chez un même malade (Scott et al., 2006). 
 L’introduction de la mutation entraîne, chez la souris, une pathologie semblable à une 
NMP suggérant un lien causal entre la mutation et ces pathologies. L’oncogène JAK2V617F a 
également été retrouvée dans de rares cas de myélodysplasies, de LAM et de LMC. 
Cependant, bien qu’elle soit présente dans les cellules de la lignée lymphoïde (Delhommeau 
et al., 2007), cette mutation est spécifique des néoplasies myéloïdes et n’a été retrouvée ni 
dans des néoplasies lymphoïdes ni chez les donneurs sains. 
 
 La découverte de la mutation représente une grande avancée dans la compréhension de 
ces pathologies et a permis un progrès considérable dans le diagnostic des NMP, la recherche 
de JAK2V617F dans le sang représentant une technique à la fois plus précise et moins invasive 
que les techniques conventionnelles (biopsie ostéo-médullaire) ou la culture de progéniteurs 
érythoïdes à partir de moelle osseuse. 
 
A. Modèles murins – lien causal entre la mutation et les NMP 
 
 Afin de comprendre l’impact de la mutation sur la physiologie et la diversité des 
NMP, de nombreux modèles murins ont été réalisés (pour revue (Van Etten et al., 2011)). 
 Les premier ont été mis en place par stratégie rétrovirale (Lacout et al., 2006), (Wernig 
et al., 2006), (Zaleskas et al., 2006), (Bumm et al., 2006). Dans ces modèles, il existe une 
corrélation entre le niveau d’expression de JAK2V617F et le phénotype observé. En effet, 
lorsque le niveau d’expression de l’oncogène est élevé, les souris développent une pathologie 
semblable à la MV et lorsque le niveau de JAK2 muté est plus faible, les souris ont un 
phénotype similaire à celui observé lors d’une TE. Ces résultats suggéraient donc que la 
diversité phénotypique liée à la mutation était due à une différence de niveau d’expression de 
l’oncogène. Cependant, les transgènes utilisés avaient différents sites d’insertion, pouvant 
également avoir une conséquence sur la diversité phénotypique observée. Quatre modèles 
plus récents ont utilisé l’approche « knock in » permettant l’introduction de la mutation au 
niveau du locus de JAK2 et par conséquent un niveau d’expression de JAK2V617F plus proche 
du niveau physiologique (Akada et al., 2010), (Marty et al., 2010), (Mullally et al., 2010), (Li 
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et al., 2010). Dans ce cas, les souris développent un phénotype similaire au NMP mais plus 
marqué lorsque les souris sont homozygotes. En revanche, le lien entre le niveau de JAK2 
muté et le phénotype observé y est moins clair. Le modèle développé par Jean-Luc Villeval et 
ses collègues exprime l’allèle de JAK2V617F de manière constitutif et hétérozygote (Marty et 
al., 2010). Les souris développent un phénotype de NMP sévère avec TE, MV, splénomégalie 
et MFP. Les modèles d’expression constitutive créés par Ebert et ses collègues développent 
également une NMP (Mullally et al., 2010). En revanche, ils observent un phénotype similaire 
à la MV avec splénomégalie, mais pas de TE ni de MFP. 
 La forte prévalence de NMP dans tous ces modèles suggère fortement que l’oncogène 
JAK2V617F initie un NMP, du moins chez la souris. Cependant, on note, chez la souris comme 
chez les patients, une forte diversité phénotypique. Cette diversité pourrait s’expliquer par un 
fond génétique différent. Cette hypothèse est confortée par la présence, chez l’humain, de 
l’haplotype 46/1 prédisposant au développement d’un NMP (Jones et al., 2009). Cette 
diversité pourrait également s’expliquer par la présence d’une autre mutation associée ou non 
à JAK2V617F ou du type cellulaire ciblé par la mutation. De plus, la présence de la mutation ne 
donne pas le taux d’activité kinase du mutant qui pourrait également être impliqué dans cette 
variation phénotypique. Il en est de même de l’activité de la forme sauvage de JAK2 qui agit 
comme dominant négatif (James et al., 2005). De plus, certains travaux visant à étudier 
l’impact de JAK2V617F sur la signalisation intra-cellulaire ont révélé l’influence d’une activité 
différentielle des STATs sur l’orientation de la maladie. En effet, une étude réalisée par Chen 
et al. sur des cellules mononucléées de sang de patients suggère qu’une  forte activité de 
STAT1 serait responsable d’un phénotype TE alors qu’une activité faible de STAT1 mènerait 
à une MV. Les auteurs l’expliquent par une activation de STAT1 favorisant la différenciation 
mégacaryocytaire et inhibant la différenciation érythrocytaire des cellules (Chen et al., 2010). 
Les travaux de Teofili et al., suggèrent quant à eux, que la balance de niveau de 
phosphorylation entre STAT3 et STAT5 participe à cette discrimination (Teofili et al., 2007).  
 Les facteurs pouvant influer sur la diversité phénotypique observée en présence de la 
mutation sont, par conséquent, nombreux, et les causes de cette diversité ne sont, à l’heure 










 Afin de comprendre l’impact que peut avoir la mutation JAK2V617F, il est important de 
connaître la structure et les fonctions de la forme sauvage de JAK2. 
 JAK2 est une protéine appartenant à une famille de 4 kinases, JAK1, JAK2, JAK3 et 
TYK2, dont la fonction est d’activer des protéines en les phosphorylant sur des résidus 





 Les kinases JAKs sont des protéines d’un poids moléculaire situé autour de 130 kDa, 
constituées de 7 domaines, nommés JAK homology domains (JH domains). La partie N-
terminale de JAK2, composée des domaines JH7 à JH3 contient le domaine FERM (band 4.1 
erzin, radixin and moesin) ainsi qu’un domaine SH2 (Src-homology-2 domain)-like 
permettant l’association de la kinase à la région sub-membranaire des récepteurs aux 
cytokines. La partie carboxy-terminale de JAK2 contient les domaines kinase et pseudokinase 
nommés respectivement JH1 et JH2. Le domaine JH1 est responsable de l’activité catalytique 
de la kinase. Le domaine JH2 a longtemps été considéré comme un domaine dépourvu 
d’activité catalytique en raison de sa forte homologie avec le domaine kinase JH1 et de 
l’absence d’acides aminés essentiels présents normalement au niveau du motif catalytique de 
JH1 (Sanz et al., 2011). Cependant, il a récemment été montré que ce domaine JH2 possède 
un potentiel sérine/tyrosine kinase et qu’il est capable de phosphoryler JAK2 sur sérine 523 et 
tyrosine 570 et, ainsi, de réguler négativement la signalisation des récepteurs aux cytokines 
(Ungureanu et al., 2011). 
 
Figure 10 : Structure de la protéine JAK2 
La kinase JAK2 est composée des domaines FERM, SH2-like, pseudokinase et kinase. Les domaines FERM et 
SH2-like permettent à JAK2 de se fixer aux récepteurs de certaines cytokines. Le domaine kinase JH1 porte 
l’activité de la protéine. Le domaine pseudokinase JH2 est responsable de l’inhibition du domaine kinase et donc 
de l’auto-inhibition de la protéine. Adapté de Yamaoka et al., Genome Biology, 2004(Yamaoka et al., 2004). 
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2. Fonctions de JAK2 
 
 La déplétion de JAK2 chez la souris entraîne une létalité embryonnaire. L’impact le 
plus important de la déplétion de JAK2 est une anémie sévère en raison d’une érythropoïèse 
inefficace montrant le rôle majeur de cette kinase dans l’érythropoïèse. De plus, les 
progéniteurs myéloïdes ne répondent plus à l’EPO, à la TPO, à  l’IL-3, ni au GM-CSF 
suggérant un rôle clé de JAK2 dans la réponse à ces facteurs de croissance nécessaires à la 
myélopoïèse. En revanche, JAK2 n’apparaît pas requis dans la formation des progéniteurs 
lymphoïdes, ni dans leur amplification et leur différenciation (Parganas et al., 1998). Les 
souris hétérozygotes apparaissent, quant à elles, normales, viables, fertiles (Neubauer et al., 
1998). 
 
a. Fonctions de JAK2 dans la signalisation des récepteurs aux cytokines 
 
 Comme nous l’avons vu précédemment, la prolifération, la survie et la différenciation 
cellulaire des lignées hématopoïétiques sont finement régulées par les cytokines. La première 
étape de transduction du signal des cytokines est la fixation de celles-ci sur leur récepteur. 
Cependant, contrairement aux récepteurs des facteurs de croissance, les récepteurs des 
cytokines ne possèdent pas de domaine kinase cytoplasmique et nécessitent par conséquent la 
participation de protéines à activité kinase afin d’amorcer la cascade de signalisation induite 
pas l’interaction cytokine/récepteur.  
 La fonction la plus connue des JAKs est la transduction du signal de récepteurs aux 
cytokines de type I et II (classés en fonction de leur structure tridimensionnelle). On note une 
différence d’activation des JAKs en fonction des cytokines concernées (Vainchenker et al., 
2008). Ainsi, JAK2 va être activée par l’EPO, la TPO, le GM-CSF ou encore l’IL-3 alors que 
JAK1 va être activée par l’IL-2 ou l’IL-15, bien qu’ils transduisent tous deux la signalisation 
d’autres cytokines comme l’IFNα ou l’IFNβ. La figure 11 résume l’implication de chaque 
JAK dans la transduction du signal des récepteurs aux cytokines.  
 JAK2 se fixe à une région intra-cytoplasmique riche en proline des récepteurs aux 
cytokines par son domaine SH2-like (« Src Homology 2 – like »). La fixation du substrat sur 
son récepteur entraîne un changement conformationnel du récepteur qui passe à un état 
dimérisée/oligomérisée actif avec un rapprochement des JAK2. Ceci permet aux protéines 
JAK2 de se transphosphoryler et s’autophosphoryler. Les JAK2  ainsi activées phosphorylent 





Figure 11 : L’implication différentielle des JAKs au niveau de récepteurs aux cytokines.  
Les récepteurs aux cytokines ont des préférences propres pour les kinases JAK. Les récepteurs homodimériques 
utilisent presque exclusivement JAK2. Il en est même des récepteurs possédant la sous-unité βc. JAK3 est activé 
uniquement par les récepteurs possédant la sous-unité γc. Les récepteurs possédant la sous-unité gp130, et les 
récepteurs aux cytokines de type II utilisent JAK1, JAK2 et Tyk2 dans des combinaisons variées. D’après 
(Vainchenker et al., 2008). 
 
 Ces phosphorylations vont être un signal de recrutement de protéines possédant un 
domaine SH2. Parmi ces protéines, on trouve les facteurs de transcription STAT (« Signal 
Transducer and Activator of Transcription »), la sous-unité p85 de la PI3K, la tyrosine kinase 
Lyn, ou encore des protéines adaptatrices comme Cis (« Cytokine inducible SH2-containing 
protein ») et Grb2. D’autres protéines jouant un rôle négatif sur la transduction du signal sont 
également recrutées suite à ces phosphorylations, comme les protéines de la famille SOCS 
(pour revue voir (Richmond et al., 2005)). Le recrutement de l’ensemble de ces protéines 
entraîne une cascade de signalisation menant à la survie, la différenciation et la prolifération 
des cellules. Les voies de signalisation principales activées par JAK2 sont les voies 




Figure 12 : Principales voies de signalisation activées par le complexe JAK2/récepteur aux 
cytokines 
 La fixation de la cytokine sur son récepteur engendre un changement conformationnel ou une 
dimérisation du récepteur rapprochant les JAK2. Ce rapprochement permet aux JAK2 de se transphosphoryler, 
puis de s’autophosphoryler et ainsi de s’activer. Les JAK2 une fois activés phosphorylent le récepteur. Cette 
phosphorylation est un signal de recrutement des STAT1, 3 et 5, de la PI3K et de protéines adaptatrices 
permettant l’activation des voies JAK2/STAT, PI3K/Akt et MAPK. L’activation de ces voies de signalisation 
aboutit, par la transcription, la traduction ou la phosphorylation de cibles, à la prolifération, la survie et la 
différenciation cellulaire. JAK2 peut également agir sur la régulation épigénétique via la voie JAK2/STAT ou 






(1) La voie JAK/STAT canonique 
 
 Les protéines STATs sont des facteurs de transcription. Chez les mammifères il existe 
sept gènes différents qui sont à l’origine des sept membres de la famille STAT : STAT1, 
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b et STAT6. En aval de JAK2 sont activés les 
STAT 1, 3 et 5. Les STATs possèdent tous un résidu tyrosine conservé. La phosphorylation 
de ce résidu par les JAKs activés conduit à l’homo- ou à l’hétérodimérisation des STATs via 
leur domaine SH2. Les STATs dimérisés sont alors rapidement transloqués au noyau où ils 
peuvent se lier à des régions promotrices des gènes cibles et favoriser leur transcription (Li, 
2008). On compte, dans les cibles de STATs, des protéines impliquées dans la prolifération 
cellulaire (comme la cycline D1, c-myc ou encore pim-1), la survie (comme Bcl-2 ou bcl-xL), 
ou encore l’angiogenèse ou les métastases (comme le VEGF). Cependant, bien que STAT5 et 
STAT3 aient un effet pro-prolifératif et anti-apoptotique, STAT1 aurait un rôle plutôt 
antagoniste, anti-prolifératif et pro-apoptotique (Stephanou and Latchman, 2005). 
 
(2) La voie PI3K/Akt 
 
 La voie PI3K/Akt est activée par la fixation sur des tyrosines du récepteur 
phosphorylées par JAK2, soit de la sous-unité p85 de la PI3K elle-même, ou de protéines 
adaptatrices telle Gab1, Gab2, Cbl, Vav ou IRS-2 (Richmond et al., 2005). 
 La PI3K participe à la formation d’un composé lipidique membranaire, le 
phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate (PI3,4,5P3). Ce composé permet le recrutement de 
protéines possédant un domaine PH (« Plextrin Homology ») au niveau de la membrane 
plasmique, dont Akt. Akt est ensuite phosphorylée et activée par la PDK1 (« 
phosphatidylinositol 3-dependent kinase 1 ») et par le complexe mTORC2 (« mTOR complex 
2 »). AKT est un proto-oncogène, qui a de nombreuses cibles impliquées dans la traduction 
protéique (comme mTOR qui cible 4E-BP1 et S6K), dans la survie cellulaire (comme BAD 









(3) La voie des MAPKs 
 
 Les MAPKs sont des serine/thréonine kinases ubiquitaires dont la superfamille 
possède 11 membres : ERK1, ERK2, JNK1, JNK2, JNK3, p38MAPKs (p38α/β/γ), ERK5, 
ERK3 et ERK7. Trois groupes majeurs de MAPKs activées en aval de JAK2 ont été 
caractérisés chez les mammifères : ERK1/2, JNKs et p38MAPK. Chaque groupe de MAPK 
est activé par des cascades de kinases distinctes dans lesquelles une MAP3K (ou MEKK) 
phosphoryle et active une MAP2K (ou MEK) qui, à son tour, stimule l’activité de la MAPK. 
Une fois activée, la MAPK phosphoryle de nombreuses cibles impliquées dans la prolifération 
cellulaire, la différenciation et la survie (figure 13). 
Figure 13 : Schématisation des trois groupes majeurs de MAPKs et de leur signalisation  
La présence de cytokines permet l’activation, via JAK2, de MAP3K, qui phosphorylent et activent des MAP2K. 
Les MAP2K phosphorylent et activent à leur tour les MAPKs. Les 3 groupes de MAPK connues pour être 
activées en aval de JAK2 sont les kinases Erk 1 et 2, JNK et p38. Une fois activées, les MAPK peuvent elles-




  Les MAPKs Erk1 et Erk2, aussi connues sous le nom de p44MAPK et p42MAPK 
respectivement, ont été initialement identifiées comme des protéines stimulées par des 
facteurs de croissance, alors que les MAPKs des deux autres groupes (JNK1/2/3 et 
p38MAPK), ont été identifiées comme des kinases activées par divers stress comme le stress 
oxydatif ou les dommages à l’ADN. Cependant, les trois différentes cascades sont activées 
par les cytokines (Geest and Coffer, 2009). Les MAPKs possèdent de nombreuses cibles telles 
que des facteurs de transcription (comme c-myc, STAT3 ou c-fos), des régulateurs de la 
traduction (comme RSK), des protéines du cytosquelette (telles que la paxillin) et favorisent 
la prolifération, la survie et la différenciation cellulaire (pour revue Cargnello et al., 2011 
(Cargnello and Roux, 2011)). 
 
(4) Les régulateurs négatifs 
 
 La signalisation des récepteurs aux cytokines médiée par JAK2 possède également des 
protéines inhibitrices exerçant un rétrocontrôle négatif. 
 Les trois classes de régulateurs négatifs les plus connues en aval de JAK2 sont : les 
protéines SOCS, PIAS (« Protein Inhibitor of Activated STAT ») et PTP (« Protein Tyrosine 
Phosphatases »). 
 Les PTP peuvent, grâce à leur domaine SH2, se fixer directement sur JAK2 ou sur les 
récepteurs aux cytokines lorsqu’ils sont phosphorylés. Une fois recrutées, elles 
déphosphorylent JAK2 et ses substrats réduisant ainsi leur activité. Certaines PTP sont 
nucléaires et peuvent directement désactiver les STATs (Valentino and Pierre, 2006). 
 Les mécanismes de rétrocontrôle négatif observés dans le cas des SOCS sont 
multiples. Il s’agit d’ubiquitine ligases, cibles transcriptionnelles des STATs, qui peuvent se 
fixer directement sur la tyrosine 1007 phosphorylée de JAK2 et entraîner son ubiquitination, 
ce qui constitue un signal d’adressage au protéasome où elle est dégradée. Certaines protéines 
SOCS peuvent également se fixer sur le domaine kinase de JAK2 et inhiber son activité 
catalytique. C’est le cas de SOCS1 et de SOCS3 (Ward et al., 2000). SOCS1 et SOCS3 
peuvent également inhiber l’activité de JAK2 en agissant comme pseudo-substrat. De plus, les 
protéines SOCS se fixent au niveau du récepteur activé et agissent comme compétiteurs pour 
les sites phosphorylés avec les cibles en aval (Piessevaux et al., 2008). 
 Les protéines PIAS agissent plus en aval dans la voie JAK2/STAT en se fixant sur les 
STAT activés et en empêchant leur liaison à l’ADN (Shuai, 2006). 
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 On compte également d’autres régulateurs négatifs comme l’adaptateur LNK qui se 
fixe sur JAK2 (Bersenev et al., 2008) ou encore PTEN (« Phosphatase and TENsin homolog 
»), qui est un antagoniste de la PI3K et déphosphoryle le PI3,4,5P3. 
 
b. Fonctions de JAK2 dans la régulation épigénétique 
 
 Outre la voie canonique classique décrite ci-dessus, la voie JAK/STAT peut également 
agir de manière totalement différente, sans faire intervenir l’activité transcriptionnelle des 
STATs. En effet, des travaux réalisés chez la drosophile ont permis de mettre en évidence un 
autre mode d’action de la voie JAK/STAT. Une partie des protéines STATs non 
phosphorylées sont localisées dans le noyau, sur l’hétérochromatine, associées à la protéine 
HP1 (« Heterochromatin protein 1 »), une protéine majeure de l’hétérochromatine. La 
présence des STATs au niveau de l’hétérochromatine est essentielle pour le maintien de la 
localisation de HP1 et la stabilité de l’hétérochromatine. L’activation des STATs par 
phosphorylation induit un décrochage des STATs, ce qui entraîne un déplacement de HP1 et 
une déstabilisation de l’hétérochromatine (Shi et al., 2008) (figure 14).  
 Chez les mammifères, dans la lignée humaine WISH, il a été montré qu’une partie des 
STATs non phosphorylés est associé à l’histone H3 à l’état basal et qu’un traitement des 
cellules à l’IFNγ entraîne sa dissociation et ensuite sa réassociation à l’état phosphorylé 
(Noon-Song et al., 2011). De plus, les protéines STAT3 et STAT5A non phosphorylées ont 
été localisées de manière majoritaire dans le noyau (Li, 2008). 
 Des travaux récent révèlent que JAK2, longtemps considéré comme constitutivement 
associé au récepteur et adressé au niveau de la membrane plasmique, peut également être 
localisé dans le cytoplasme et le noyau des cellules et avoir ainsi d’autres fonctions que la 
transduction du signal des récepteurs des cytokines. En effet, dans le noyau, JAK2 est capable 
de phosphoryler l’histone H3 sur tyrosine 41 induisant ainsi l’exclusion de la protéine HP1α  
du promoteur de gènes tels que lmo2 rendant possible leur transcription indépendamment de 
STAT5 (Dawson et al., 2009), (Noon-Song et al., 2011). Cette localisation nucléaire et 
cytoplasmique de JAK2 est cependant controversée par une étude réalisée par François 
Girodon et ses collègues qui suggère que la visualisation de cette kinase au niveau du noyau 
et du cytoplasme des cellules serait en partie due à un manque de spécificité d’un anticorps 





Figure 14 : Voie de signalisation JAK/STAT non canonique 
 Dans le mode non-canonique de la voie JAK/STAT, les STATs non phosphorylés sont localisés dans le 
noyau, associés à HP1 au niveau de l’hétérochromatine. La phosphorylation de STATs par JAK entraîne une 
diminution de la quantité de STATs localisés sur l’hétérochromatine. Ceci mène au déplacement de HP1 et à une 
instabilité de l’hétérochromatine. Les STATs phosphorylés se fixent ensuite sur l’euchromatine afin d’activer la 
transcription de gènes cibles. Les STATs et autres facteurs de transcription ne peuvent pas accéder aux gènes 
localisés au niveau de l’hétérochromatine (d’après  (Li, 2008)). 
 
C. La mutation JAK2V617F 
 
 La mutation JAK2V617F est une substitution de la guanine 1849 en thymidine au niveau 
de l’exon 14 du gène de JAK2. Cette mutation ponctuelle entraîne, au niveau protéique, la 
substitution de la valine 617 en phénylalanine à l’intérieur du domaine pseudokinase de 
JAK2. Cette substitution empêche le domaine pseudokinase de JAK2 d’inhiber son domaine 
kinase. Au niveau fonctionnel, cette mutation confère à JAK2 une activation constitutive. 
 
 
Figure 15 : structure de JAK2V617F 
La mutation JAK2V617F est une substitution de la valine 617 en phénylalanine au niveau du domaine 
pseudokinase JH2 de JAK2. Le domaine pseudokinase muté ne peut plus exercer son rôle d’inhibition du 
domaine kinase JH1 et donc d’autoinhibition de la protéine JAK2 (d’après (Delhommeau et al., 2006)). 
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1. Impact de la mutation sur la signalisation des récepteurs aux 
cytokines 
 
a. Activation constitutive des voies de signalisation canoniques 
 
 Dans les lignées cellulaires, l’introduction de la mutation entraîne une activation 
constitutive des voies de signalisation normalement activées en présence de cytokines en aval 
de JAK2 sauvage, notamment  des voies JAK2/ STAT1,3 et 5, MAPK et PI3K/Akt (James et 
al., 2005). Chez les patients, les données bibliographiques montrent une phosphorylation 
anormalement élevée de STAT5, STAT3, Erk 1/2 et Akt dans les mégacaryocytes et les 
érythroblastes de patients possédant l’oncogène (Grimwade et al., 2009), (Aboudola et al., 
2007), (Risum et al., 2011), (Laubach et al., 2009).  
  
La voie JAK2/STAT étant la voie la plus directe et la plus connue en aval de JAK2, 
c’est celle qui a été la plus étudiée. Plusieurs travaux suggèrent un rôle majeur de STAT5 
dans le caractère oncogénique de JAK2V617F. Tout d’abord, l’introduction d’une forme 
constitutivement active de STAT5 dans la lignée UT7 (lignée possédant des propriétés 
érythroïdes), ou dans des progéniteurs CD34+, induit une différenciation érythoïde spontanée 
des cellules en absence d’EPO. De plus, la déplétion de STAT5 dans des progéniteurs 
érythroïdes CD36+ diminue leur capacité à former des colonies érythroïdes, et l’expression de 
sa forme constitutivement active augmente la capacité des progéniteurs érythroïdes à former 
des BFU-E et des CEE (Garcon et al., 2006). De plus, lorsque le récepteur à l’EPO est muté 
sur son site d’interaction avec STAT5, empêchant ainsi l’activation de STAT5, ou lorsque 
STAT5 est délété à l’aide d’un shRNA, l’oncogène JAK2V617F perd ses capacités de 
transformation (Funakoshi-Tago et al., 2010).  
 Peu de données ont été publiées sur l’implication de STAT1 et STAT3. Contrairement 
à STAT5, STAT3 n’apparaît pas être impliqué dans l’excès de prolifération induit par la 
présence de la mutation. En revanche, il est nécessaire à l’activation excessive des 
neutrophiles entrainée par JAK2 muté (Oku et al., 2010). Quant à STAT1, il interviendrait 
plutôt dans l’aiguillage de l’effet oncogénique sur la lignée mégacaryocytaire au détriment de 




Concernant la voie PI3K/Akt, des travaux récents montrent que des inhibiteurs de 
cette voie induisent une mort par apoptose de lignées possédant l’oncogène, suggérant qu’elle 
est importante dans la survie des cellules mutées. Ceci est appuyé par le fait qu’une mutation 
du récepteur de l’EPO empêchant l’activation de cette voie de signalisation en aval de 
l’oncogène diminue ses capacités anti-apoptotiques (Kamishimoto et al., 2011). 
  
L’implication de Erk1 et Erk2 n’a que très peu été étudiée et les données ne soulèvent 
pas, pour l’instant, de rôle majeur de ces kinases en aval de JAK2 muté. En effet, leur 
inhibition pharmacologique n’a pas de conséquence majeure sur la différenciation érythroïde 
spontanée de progéniteurs de patients atteints de MV (Ugo et al., 2004) et elle diminue la 
croissance des érythroblastes de patients de MV avec une sensibilité moins importante que 
des érythroblastes de donneurs sains (Laubach et al., 2009). Quant au rôle des autres MAPKs, 
il reste à être évalué. 
  
La nécessité de la présence d’un récepteur aux cytokines homodimérique dans 
l’indépendance aux cytokines est discutée. Il semblerait que lorsque l’expression de 
JAK2V617F est faible, le récepteur homodimérique soit nécessaire à l’autonomie de croissance, 
en revanche, lorsque le niveau de JAK2V617F est élevé, il est capable de promouvoir 
l’autonomie de croissance seul (Lu et al., 2005). Dans ce sens, des récepteurs 
hétérodimériques sont aussi capables d’activer  JAK2V617F. C’est le cas du récepteur à l’IL27 
(Pradhan et al., 2007). 
 
b. Dérégulation de la transcription et de la traduction protéique 
 
 L’ensemble des voies activées en aval de la mutation JAK2V617F entraîne la 
dérégulation transcriptionnelle de nombreux gènes. En effet, les protéines STATs étant des 
facteurs de transcription, leur activation en aval de l’oncogène entraîne une augmentation de 
la transcription de leurs gènes cibles. De plus, les voies des MAPKs et de la PI3K/Akt  
agissent sur des facteurs de transcription. On peut donc supposer que la dérégulation de ces 
deux voies de signalisation en aval de JAK2V617F entraîne une augmentation de la 
transcription de gènes. 
  
En plus d’une dérégulation transcriptionnelle, l’oncogène favorise la traduction 
d’ARNm en protéines.  
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 Tout d’abord, on constate une expression altérée de divers microARN, or les 
microARN jouent sur la traduction des ARNm en se fixant sur leur 3’ ou 5’UTR et en 
augmentant/diminuant leur stabilité ou directement leur traduction en protéine. En effet, une 
analyse de l’expression des microARN dans du sang de patients atteints de MV révèle une 
expression aberrante de huit microARN (let-7a, miR-182, miR-143, miR-145, miR-223, 
miR26b, miR-30b, miR-30c and miR-150) à la fois dans les granulocytes, les cellules 
mononucléées, les plaquettes ou encore les réticulocytes (Bruchova et al., 2008).  
 Des travaux récents montrent un autre mécanisme de dérégulation traductionnelle. Il 
s’agit d’une dérégulation via la protéine La qui se fixe sur les ARNm et qui favorise leur 
traduction. Elle est notamment responsable d’une surexpression de p53 en aval de la mutation 
(Nakatake et al., 2011). 
 Enfin, les voies PI3K/Akt et MAPK régulent la traduction, notamment par 
l’intermédiaire des protéines mTOR et RSK réciproquement. On peut par conséquent 
imaginer que l’oncogène JAK2V617F puisse jouer sur la traduction via la dérégulation de ces 
voies de signalisation.  
  
Cette dérégulation des différents niveaux de synthèse protéique favorise la 
surexpression de proto-oncogènes (tels que c-myc, Bcl-2 ou les kinases pim) et la diminution 
du taux protéique de suppresseurs de tumeur (tels que p53, p27kip1 ou Bim) pouvant participer 
aux mécanismes oncogéniques de JAK2V617F. 
 
c. Altération du rétrocontrôle négatif 
 
 Les voies classiques de signalisation étant activées constitutivement en aval de 
JAK2V617F, on aurait pu imaginer que les mécanismes de rétrocontrôle négatif seraient 
également amplifiés. Cependant, on note, en aval de JAK2V617F, une altération du 
rétrocontrôle négatif de la transduction du signal des récepteurs aux cytokines impliquant 
JAK2. En effet, la présence de la mutation entraîne une hyperphosphorylation de SOCS3. 
Cette hyperphosphorylation l’empêche d’agir comme régulateur négatif de la signalisation en 
aval de JAK2 muté, et même, au contraire, il favorise la croissance cellulaire (Hookham et al., 
2007). Aussi, la présence de la mutation JAK2V617F entraîne une surexpression de Lnk, une 
protéine adaptatrice régulant négativement la transduction du signal de récepteurs aux 
cytokines. Cependant, JAK2V617F interagit de manière plus forte avec la région N-terminale de 
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Lnk que JAK2WT, ce qui pourrait créer un déséquilibre d’inhibition entre les deux formes de 
JAK2 (Baran-Marszak et al., 2010). Ces résultats sont néanmoins controversés. En effet, 
certains travaux suggèrent que Lnk est capable d’inhiber JAK2V617F (Gery et al., 2009). Ces 
études ne sont cependant pas forcément contradictoires, l’action de Lnk pourrait dépendre du 
ratio JAK2V617F/Lnk (Baran-Marszak et al., 2010). 
 Cette altération du rétrocontrôle négatif amplifie d’autant plus la cascade de 
signalisation des récepteurs aux cytokines déclenchée par la présence de la mutation. De plus, 
ces résultats suggèrent que le mécanisme oncogénique de JAK2V617F est plus complexe qu’il 
n’aurait pu le paraître, la mutation ne faisant pas qu’amplifier la signalisation activée en aval 
de la forme sauvage de JAK2 mais possédant également des modes de régulation qui lui sont 
propres. 
 
d. Régulation croisée du récepteur à l’IGF 
 
 En plus de mimer une activation de récepteurs aux cytokines de type I et II en 
l’absence de ligand, JAK2V617F peut aussi activer le récepteur à l’IGF1 (« Insuline Like 
Growth Factor 1») (Staerk et al., 2005). Notons que ce récepteur ne fait pas intervenir JAK2 
lorsqu’il est sauvage. Des travaux antérieurs à cette découverte montraient une 
hypersensibilité des progéniteurs érythroïdes vis-à-vis de l’IGF1 (Correa et al., 1994), (Mirza 
et al., 1995). Or la présence de la mutation entraîne une prolifération cellulaire dépendante de 
l’IGF1 dans la lignée BA/F3 transduite afin d’exprimer l’oncogène. L’hypersensibilité des 
progéniteurs érythroïdes vis-à-vis de l’IGF1 pourrait par conséquent être liée à cette activation 
croisée du récepteur de l’IGF1 par JAK2V617F et pourrait participer au phénotype des NMP. 
Par contre, l’activation du récepteur à l’IGF par JAK2V617F ne paraît pas être directe mais 
pourrait faire intervenir l’expression d’adaptateurs induits par la signalisation de l’oncogène 
précédemment décrite. 
 
2. Impact de JAK2V617F dans la régulation épigénétique 
 
 Marc A. Dawson et ses collègues ont montré que, tout comme JAK2 sauvage, 
JAK2V617F est également capable de phosphoryler HP1α et de lever ainsi sa répression sur 
l’expression des gènes cibles. Cependant, dans les NMP où l’on retrouve une activation 
constitutive de JAK2, la dérégulation de l’interaction de HP1α à la chromatine pourrait lever 
son effet suppresseur de tumeur par une augmentation de l’expression de certains gènes, 
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constituant ainsi un autre mécanisme de dérégulation transcriptionnelle. De plus, cette 
dérégulation, qui touche la chromatine, pourrait favoriser les recombinaisons mitotiques et 
l’instabilité génomique (figure 16) (Dawson et al., 2009). Cette régulation est cependant 
sujette à controverse en raison du doute émis par les observations de François Girodon et ses 
collègues sur la localisation nucléaire et cytoplasmique de JAK2 et JAK2V617F (Girodon et al., 
2011).  
 
Figure 16 : Implication de JAK2V617F dans la régulation épigénétique 
La phosphorylation de l’histone H3 sur tyrosine 41 par JAK2 entraîne le décrochage de HP1α de la chromatine. 
Lorsque JAK2 est dérégulé, la phosphorylation continue de l’histone H3 et le décrochage permanent de HP1α 
conduit à l’augmentation de l’expression de certains oncogènes come lmo2. Ce phénomène pourrait également 




 Cependant, ce n’est pas le seul mécanisme de dérégulation épigénétique entraînée par 
la mutation.  En effet, JAK2V617F phosphoryle également la méthyltransférase PRMT5. Cette 
phosphorylation induit une inhibition de l’activité de PRMT5 et la diminution de la 
méthylation de l’histone H2A/H4 R3 (Liu et al., 2011). Or cette histone est impliquée dans la 
régulation transcriptionnelle de nombreux gènes, soit en la favorisant, soit en l’inhibant. 
Ainsi, les auteurs dénombrent 90 gènes dont la transcription est altérée suite à la 
phosphorylation de PRMT5 par JAK2 muté. De plus, PRMT5 défavorise l’expansion des 
progéniteurs CD34+ et la différenciation érythroïde, suggérant que la phosphorylation 





 L’ensemble de ces résultats suggère que JAK2V617F utilise, en plus des voies de 
signalisation canoniques, des mécanismes de méthylation afin d’influencer la transcription de 
ses cibles. 
 
3. Impact de la mutation sur la localisation de JAK2 
 
 Une étude de Ciro R. Rinaldi et ses collègues suggère que la présence de la mutation a 
un impact sur la localisation de JAK2 dans les cellules immatures. En effet, JAK2 serait 
localisée dans le noyau et le cytoplasme des cellules immatures CD34+ de patients portant la 
mutation alors qu’elle est uniquement cytoplasmique dans les CD34+ issus de donneurs sains. 
En revanche, la localisation de JAK2 dans les granulocytes, les mégacaryocytes et les 
érythroblastes est majoritairement cytoplasmique dans tous les cas (Rinaldi et al., 2010). 
Cependant, la localisation nucléaire de JAK2 étant controversée, ces données sont à 
confirmer. Cette différence de localisation pourrait entraîner des différences de fonctions et 
d’activité de JAK2 par des variations d’accessibilité vis-à-vis des cibles et des régulateurs.  
 
4. Impact cellulaire de la mutation 
 
 La présence de la mutation JAK2V617F entraîne une amplification de la myélopoïèse 
terminale (Dupont et al., 2007), (Anand et al., 2011), (Bruchova et al., 2009). Par contre, elle 
ne semble pas influer sur la proportion de cellules souches ou progénitrices (Anand et al., 
2011). Ce phénomène d’amplification est la résultante d’une augmentation de survie et de 
prolifération cellulaire. 
a. Avantage de survie 
 
 Bien que certaines études ne montrent pas de différence significative de taux 
d’apoptose en aval de JAK2V617F (Bruchova et al., 2009), certaines données suggèrent 
fortement que la présence de l’oncogène confère aux cellules un avantage de survie. Ces 
contradictions sont probablement dues à des conditions différentes d’études. 
 En premier lieu, l’acquisition de l’hypersensibilité aux cytokines confère aux cellules 
mutées une résistance face à la mort induite par le sevrage en facteur de croissance favorisant 
ainsi l’expansion clonale observée dans les NMP (Laubach et al., 2009). 
 En deuxième lieu, en aval de l’oncogène, un défaut de réponse face à la stimulation de 
récepteurs de mort. En effet, dans des circonstances physiologiques, la stimulation du 
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récepteur CD95, un récepteur de mort exprimé par les érythroblastes, entraîne une activation 
des caspases et un clivage du facteur de transcription GATA-1 (De Maria et al., 1999). Ceci 
entraîne une inhibition irréversible de la prolifération cellulaire et une différenciation des 
érythroblastes ou, si la concentration en EPO est faible, leur mort. Ceci constitue un 
mécanisme de rétrocontrôle négatif visant à contrôler la production de globules rouges en 
fonction des changements de taux sériques d’EPO. Bien qu’ayant une expression normale des 
récepteurs de mort et de ses effecteurs, les érythroblastes portant la mutation JAK2V617F 
possèdent une résistance à l’apoptose induite par l’activation des récepteurs de morts dont le 
CD95 (Zeuner et al., 2006). Il s’en suit un défaut d’activation des caspases et de clivage de 
GATA-1 favorisant l’expansion érythrocytaire. La protéine c-FLIPshort, un homologue 
catalytiquement inactif de la caspase 8 rendant les cellules résistantes à la voie d’apoptose 
extrinsèque, pourrait contribuer à ce phénomène. En effet, les érythroblastes portant la 
mutation ne présentent pas d’inhibition protéique de c-FLIPshort en réponse à une diminution 
de la concentration en EPO alors qu’ils le devraient. 
 Enfin, divers travaux montrant une dérégulation d’autres protéines impliquées dans la 
survie cellulaire ont été reportés. Notamment, via la dérégulation de la signalisation 
précédemment décrite, JAK2V617F entraîne la surexpression de la protéine anti-apoptotique 
Bcl-xL (Gozgit et al., 2008) et Bim (Rubert et al., 2011) et d’autres protéines impliquées de 
manière indirecte sur l’apoptose comme JunB (da Costa Reis Monte-Mor et al., 2009). 
 
b. Avantage prolifératif 
 
 De nombreux travaux suggèrent que l’oncogène JAK2V617F favorise la prolifération 
cellulaire et notamment la transition G1/S. 
  
Tout d’abord, l’inhibition spécifique (shRNA) ou non spécifique (siRNA et inhibiteurs 
pharmacologiques) de JAK2V617F entraîne un arrêt en phase G0/G1 du cycle cellulaire (Jedidi 
et al., 2009), (Walz et al., 2006). De plus, une étude d’Alessandra Balduini et ses collègues 
sur la différenciation mégacaryocytaire dans les NMP montre que les mégacaryocytes ont un 
fort potentiel prolifératif dans ces pathologies (Balduini et al., 2011). 
 
 Au niveau moléculaire, l’inhibition de p27kip1 semble jouer un rôle dans l’excès de 
prolifération entraînée par la mutation, même si les conséquences fonctionnelles de cette 
inhibition n’ont pas été clairement définies. La protéine p27kip1 est un régulateur négatif de la 
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transition G1/S du cycle cellulaire qui agit négativement sur les kinases CDK (kinases 
majeures du cycle cellulaire). Notons tout d’abord que cette protéine est un régulateur négatif 
de la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques. De plus, l’expression de p27kip1 est plus 
faible en aval de l’oncogène qu’en aval de la forme sauvage de JAK2 et l’inhibition 
(pharmacologique ou par siRNA) de JAK2V617F entraîne une augmentation de son expression 
suggérant qu’il s’agit d’une cible de l’oncogène (Bruchova et al., 2009), (Walz et al., 2006).  
Sa dérégulation en aval de la mutation passe par deux mécanismes distincts. D’une part, 
JAK2V617F phosphoryle p27kip1 (Jakel et al., 2011). Cette phosphorylation entraîne sa 
dégradation par le système ubiquitine – protéasome. D’autre part, elle serait plus fortement 
dégradée par l’E3 ubiquitine ligase Skp2 qui est surexprimée, via les STATs, en aval de 
l’oncogène (Furuhata et al., 2009). 
 Une dérégulation d’autres protéines intervenant dans la prolifération cellulaire a été 
observée en aval de JAK2V617F, comme la dérégulation de c-myc, pim-1/2 (Wernig et al., 
2008), p53 (Nakatake et al., 2011), Aurora A (Sumi et al., 2011) ou encore JunB (da Costa 
Reis Monte-Mor et al., 2009). 
 
5. JAK2V617F et dommages à l’ADN 
 
 La mutation de JAK2 est associée à une augmentation de la fréquence de 
recombinaisons homologues et d’instabilité génétique (Plo et al., 2008). Ce phénomène 
pourrait être lié aux dérégulations épigénétiques présentes dans les NMP décrits plus haut. 
Cependant, l’augmentation de la prolifération cellulaire observée pourrait également 
participer à cette instabilité, d’autant plus que l’oncogène JAK2V617F empêche l’accumulation 
de p53 et, ainsi, affecte la réponse aux dommages à l’ADN (Nakatake et al., 2011). 
 
6. JAK2V617F et microenvironnement 
 
 Des expériences de clonogénicité visant à évaluer l’action du TNFα sur les capacités 
clonales des progéniteurs possédant la mutation révèle que la mutation confère aux cellules 
une résistance à cette cytokine pro-inflammatoire alors qu’elle réduit la capacité clonale des 
progéniteurs sains. Ces résultats suggèrent qu’un microenvironnement riche en TNFα pourrait 
favoriser une sélection du clone muté (Fleischman et al., 2011). Or, le taux de cytokines pro-




 Le microenvironnement agit également comme protecteur. En effet, les cellules 
stromales de moelle osseuse protègent les cellules portant la mutation contre des inhibiteurs 
de JAK2 par la sécrétion de cytokines (Manshouri et al., 2011). 
 
D. Inhibiteurs de JAK2 
 
 Les traitements actuels des NMP sont symptomatiques et visent à réduire les risques 
thrombotiques et hémorragiques ainsi que le risque de transformation en LAM. Ils ne sont pas 
curatifs. Ces traitements consistent en de l’aspirine pour fluidifier le sang, des saignées et, 
pour les patients à haut risque, de la chimiothérapie (notamment l’hydroxyhurée) (Quintas-
Cardama and Verstovsek, 2011). 
 
 La découverte de la mutation JAK2V617F et l’évidence du lien causal entre la mutation 
et les NMP ont conduit au développement d’inhibiteurs de JAK2, dont certains font l’objet de 
phases cliniques (pour revue, Quintas-Cardama et al., 2011 (Quintas-Cardama and 
Verstovsek, 2011)). Les essais montrent une rapide inhibition de symptômes observés dans 
les NMP. En effet,  la majorité des inhibiteurs de JAK2 testés en clinique ont un effet avéré 
sur la splénomégalie. De plus, la plupart de ces inhibiteurs agissent sur les symptômes 
constitutionnels tels que la fatigue, le prurit ou la perte de poids. 
 Cependant, ces inhibiteurs possèdent des inconvénients. Pour commencer, ils n’ont 
qu’un effet mineur sur le clone possédant JAK2V617F. Ceci pourrait être en partie dû à un effet 
protecteur du microenvironnement. En effet, in vitro, la présence, en co-culture, de lignées 
stromales humaines diminue l’action de l’atripimod (un inhibiteur de JAK2) sur des lignées 
ou des cellules primaires possédant l’oncogène (Manshouri et al., 2011). L’absence 
d’éradication du clone muté suite au traitement avec les inhibiteurs de JAK2 mène à penser 
que ces molécules n’auront pas non plus d’action curatives sur ces pathologies. D’autre part, 
ces agents pharmaceutiques ne sont pas spécifiques de la mutation. En effet, ces molécules 
inhibent aussi la forme sauvage de JAK2 ainsi que d’autres membres de la famille des kinases 
JAK et d’autres kinases telles que FMS-like tyrosine kinase 3 (FLT3). Cette non spécificité 
conduit par conséquent à des effets secondaires importants comme des myélo-suppression et 
des troubles gastriques. 
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 Ceci mène à continuer la recherche afin d’améliorer l’effet de ces inhibiteurs sur les 
NMP ou de tester des approches de combinaison d’inhibition comme l’association des 
inhibiteurs de JAK2 avec des agents hypométhylants ou de la thérapie ciblée. 
 
IV. CYCLE CELLULAIRE 
 
 En réponse à un ensemble de stimuli prolifératifs provenant de son environnement une 
cellule mère entre dans un enchaînement de mécanismes lui permettant de donner naissance à 
deux cellules filles. Il s’agit du cycle cellulaire. La progression dans le cycle cellulaire est un 
mécanisme très finement régulé et sa dérégulation est une des six signatures du cancer 
(Hanahan and Weinberg, 2011). 
 
A. Les différentes phases du cycle cellulaire 
 
 Le cycle cellulaire eucaryote est composé de quatre phases : G1, S, G2 et M. Lors de 
la phase S (« Synthesis »), la cellule mère réplique son ADN et lors de la phase M (« Mitosis 
»), elle divise en deux son matériel génétique et se divise en deux cellules filles. Les phases 
G1 (« Gap1 ») et G2 (« Gap2 ») sont des phases de préparation à la phase S et M, 
respectivement.  
 
Figure 17 : Les différentes phases du cycle cellulaire 
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 Au cours de la phase G1, la cellule intègre les signaux environnementaux, vérifie 
l’intégrité de son matériel génétique et décide de se diviser ou de rentrer en phase G0, phase 
de quiescence. Lors de la phase G2, la cellule contrôle de nouveau l’intégrité de son génome 
et se prépare à la division mitotique. 
 
B. Les points de contrôle du cycle cellulaire 
 
 Les points de contrôle du cycle cellulaire (ou « checkpoints » en anglais), vont 
identifier les dommages sur l’ADN et induire une réponse cellulaire en retardant la 
progression du cycle et en activant les voies de réparation des dommages. Lorsque les 
dommages sont trop importants, les acteurs des points de contrôle pourront participer à 
l'induction de la mort cellulaire. 
 Ces points de contrôles sont répartis tout au long du cycle, à la transition entre la phase 
G1 et la phase S (transition G1/S), en intra-S, à la transition G2/M et en mitose (pour revue 
Poehlmann et Roessner, 2010 (Poehlmann and Roessner, 2010)). 
 Au niveau moléculaire, la présence des dommages est tout d’abord reconnue par des 
protéines senseurs (telles que ATM, ATR ou DNA-PK) qui activent des médiateurs (tels que 
Chk1, Chk2 ou MAPKAP), qui vont agir sur des effecteurs (tels que CDC25, p53, WEE1 ou 
Plk1) entrainant ainsi la réponse cellulaire (arrêt du cycle, réparation, apoptose).  
 Une altération de la réponse aux dommages à l’ADN entraîne une instabilité 
génomique. Ces altérations mènent le plus souvent à la mort cellulaire. Cependant, si les 
cellules possèdent également une dérégulation de voies d’apoptose,  ces altérations peuvent  
favoriser la formation ou l’aggravation d’un cancer (pour revue Kastan et Bartek, 2004 
(Kastan and Bartek, 2004)). 
 
C. Les complexes CDK/cycline 
 
 Les complexes CDK/cycline jouent un rôle central dans la progression du cycle 
cellulaire, ce sont eux qui intègrent l’ensemble des signaux extra et intra-cellulaires visant à 
entraîner une progression ou un arrêt dans le cycle.  
 Les complexes CDK/cycline sont constitués d’une sérine/thréonine kinase (CDK) 
associée à une cycline. La kinase CDK nécessite la présence de la cycline pour être active. 
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Les cyclines sont des protéines qui ne possèdent pas d’activité enzymatique mais dont le taux, 
et donc la disponibilité varie fortement au cours du cycle. 
 Selon le schéma classique, les signaux mitogènes sont tout d’abord intégrés par les 
cyclines D (D1, D2 et D3) qui se complexent avec CDK4 et CDK6 pendant la phase G1. 
L’activation de ces complexes mène à l’inactivation partielle des protéines pRB, p107 et 
p130, permettant ainsi l’expression des cyclines de type E qui s’associent préférentiellement à 
CDK2. Le complexe CDK2/cycline E est nécessaire à l’entrée en phase S. La cycline A 
associée à CDK1 ou CDK2 permet la poursuite de la phase S et l’entrée en mitose et le 
complexe CDK1/cycline B catalyse l’entrée en mitose (Malumbres and Barbacid, 
2009),(Hochegger et al., 2008) (voir figure 18).   
 
Figure 18 : Répartition des complexes CDK/cycline au cours du cycle cellulaire 
 
 Les complexes CDK/cycline sont finement régulés. La variation du taux d’expression 
des cyclines constitue un premier moyen de réguler l’activité des CDK et donc le cycle 
cellulaire. Bien qu’actifs à l’état basal, l’activation complète des complexes CDK/cycline 
nécessite une phosphorylation sur thréonine 161, 160 ou 176 sur CDK1, CDK2 ou CDK4 
respectivement  par CAK (« CDK-activatin kinase »), mais cette phosphorylation ne semble 
pas être régulée par la signalisation intra-cellulaire. La phosphorylation de la CDK sur 
thréonine 14 et tyrosine 15 par les kinases Wee1 et Myt1 inactive le complexe. Lorsque la 
progression dans le cycle cellulaire nécessite leur activation, ces deux sites sont 
déphosphorylés par les phosphatases « Cell-Division Cycle Homologue 25 » ou CDC25 
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(CDC25A, B et C) (Boutros et al., 2007) (figure 19). Des CKI (« Cyclin-dependent Kinase 
Inhibitors ») peuvent également s’associer aux CDK et les inhiber, constituant un autre 
mécanisme de régulation des couples CDK/cycline et de la progression dans le cycle 
cellulaire. Deux familles de CKI ont été identifiées. La famille INK4 (« Inhibitor of cyclin-
dependent Kinase 4 »), composée des protéines p15, p16, p18 et p19 inactive CDK4 et CDK6 
en empêchant leur liaison à la cycline D. La famille CIP/KIP (« Cdk Inhibiting Protein »), 
regroupant les protéines p21, p27 et p57, se fixe à la fois sur les CDK et les cyclines et 
modifie la structure des CDK, empêchant ainsi la liaison de l’ATP (Besson et al., 2008). 
 
 
Figure 19 : Activation des complexes CDK/cycline, exemple du complexe CDK1/cycline B 
Les phosphatases CDC25 déphosphorylent et activent le complexe CDK1/cycline B sur thr14 et tyr15. Au 
contraire, les kinases WEE1 et MYT1 phosphorylent et inactivent ce complexe sur les mêmes sites. La 
phosphorylation par CAK est requise pour une activation complète du complexe. Le P bleu représente la 
phosphorylation sut tyr161 par CAK et le P orange représente les phosphorylations sur thr14 et tyr15. D’après 





 CDC25A est une protéine appartenant à la famille des phosphatases CDC25. Cette 
famille, qui comprend trois isoformes (CDC25A, B et C), est exprimée chez tous les 
eucaryotes hormis les plantes. Leur séquence est hautement conservée entre les différentes 
espèces. Comme nous l’avons vu précédemment, ces phosphatases ont un rôle majeur dans la 
progression dans le cycle cellulaire par l’activation des couples CDK/cyclines. Il s’agit 
également de cibles majeures des points de contrôle, leur inhibition suite à l’activation des 
voies de contrôle entraînant un arrêt dans le cycle.  
 Contrairement à la déplétion de CDC25B et C qui est viable, la déplétion de CDC25A 
chez la souris est létale à un stade embryonnaire précoce, suggérant que CDC25A ne peut pas 





 CDC25A (ou CDC25A1) est une protéine d’un poids moléculaire de 67 kDa. Un 
variant d’épissage (CDC25A2) d’environs 50 kDa possédant également le domaine 
catalytique a été décrit (figure 19). Cependant sa fonction n’a pas encore été définie (Wegener 
et al., 2000). 
 La partie N-terminale de CDC25A renferme un domaine régulateur impliqué dans la 
modulation de son activité, de sa dégradation et de sa localisation. La partie C-terminale 
renferme un domaine catalytique comprenant le motif HCX5R caractéristique de toutes les 
phosphatases à double spécificité (Contour-Galcera et al., 2007). Ce motif possède une 
cystéine catalytique ayant une fonction thiol (SH) permettant, par réaction chimique, la 
déphosphorylation de son substrat (Rudolph, 2002). 
   
 
Figure 20 : Schématisation de la structure de CDC25A 
CDC25A est composée d’un domaine catalytique (en gris) et un domaine régulateur. L’épissage d’un exon (en 
jaune) de CDC25A permet la formation d’un variant d’épissage, CDC25A2, dont la fonction est encore 




 La fonction de CDC25A dans la progression dans le cycle cellulaire est aujourd’hui 
bien établie. Cependant des travaux lui confèrent également d’autres fonctions notamment 
dans la régulation de l’apoptose et de la migration cellulaire. 
 
a. Fonction de CDC25A dans la progression du cycle cellulaire 
 
 Le rôle principal des phosphatases CDC25 est de déphosphoryler les CDK sur 
thréonine 14 et tyrosine 15, permettant d’activer les couples CDK/cycline et favorisant ainsi 
la progression dans le cycle cellulaire (Boutros et al., 2007).  
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 CDC25A a une action spécifique d’activation du couple CDK2/cycline E et 
CDK2/cycline A à la transition G1/S. En effet, une micro-injection d’anticorps anti-CDC25A 
induit un arrêt des cellules en phase G1 (Jinno et al., 1994). A contrario, une surexpression de 
la protéine conduit à l’accélération de la transition G1/S, associée à une augmentation 
d’activité des complexes Cdk2/cycline E (Blomberg and Hoffmann, 1999). Cependant, 
CDC25A intervient également en phase G2/M, en association avec CDC25B et C, par 
activation du complexe CDK1/cycline B (Galaktionov and Beach, 1991) (Figure 21). Ce rôle 
d’activateur des complexes CDK/cycline fait de CDC25A une protéine clé de la progression 
dans le cycle cellulaire et notamment de la transition G1/S. 
 
Figure 21 : Schématisation de la répartition des phosphatase CDC25 au cours du cycle 
cellulaire 
D’après  (Contour-Galcera et al., 2007) 
 
 
b. Fonction de CDC25A dans l’apoptose 
 
 Des données bibliographiques plus récentes montrent une implication de CDC25A 
dans l’apoptose. Cependant, son rôle peut être autant pro-apoptotique que anti-apoptotique 
selon les cas. 
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 En réponse à des stress non génotoxiques, tels que le MG132, la staurospaurine ou le 
TNF-α, CDC25A est clivée au niveau de son résidu D223 par les caspases. Ce clivage induit 
la production d’un fragment de 33 kDa correspondant à la partie carboxy-terminale de la 
protéine ayant conservé son activité catalytique. Ce fragment de CDC25A localisé dans le 
noyau entraîne une apoptose dépendante de son activité phosphatase (Mazars et al., 2009), 
(Chou et al., 2010).  
 De plus, dans un contexte d’apoptose induite par un sevrage en facteurs de croissance, 
c-myc, en complexe avec Max active la transcription de CDC25A entraînant une 
augmentation de son expression. Dans ces conditions, l’apoptose induite via c-myc dépend de 
CDC25A et la seule surexpression de CDC25A entraîne de l’apoptose. 
 
 En revanche, dans une lignée de carcinome humaine, le taux d’expression de CDC25A 
est diminué lors de l’apoptose induite par le TNFα, or cette apoptose est dépendante de c-
myc. De plus, dans des lignées embryonnaires de rat, la surexpression de CDC25A protège les 
cellules contre l’apoptose induite par la privation en sérum. Aussi, la partie carboxy-terminale 
de CDC25A interagit avec un domaine adjacent au domaine kinase de la protéine pro-
apoptotique ASK1 et inhibe son activité. Ceci entraîne une réduction de la sensibilité des 
cellules à la mort induite par le stress oxydatif (Zou et al., 2001). Des expériences de 
mutagénèse dirigée montrent que le motif DSG de CDC25A impliqué dans la dégradation de 
la phosphatase joue également un rôle dans l’inhibition de ASK1 (Bahassi el et al., 2011). 
 
 Leisser et son équipe explique l’effet tantôt pro-apoptotique, tantôt anti-apoptotique 
par la différence de localisation de CDC25A. En effet, leurs résultats suggèrent qu’une 
surexpression nucléaire de CDC25A est pro-apoptotique, faisant intervenir Akt et FKHRL1, 
tandis que la surexpression cytoplasmique de CDC25A favorise la survie des cellules. 
(Leisser et al., 2004). Par contre, bien que CDC25A possède une séquence d’adressage 
nucléaire (NLS) ainsi qu’une séquence d’export nucléaire (NES), la régulation de sa 
localisation n’a pas encore été établie (Kallstrom et al., 2005). 
 
3. Régulation de l’expression de CDC25A 
 
 CDC25A est une protéine active à l’état basal. Au cours du cycle cellulaire, l’activité 
de CDC25A suit son niveau d’expression protéique (Molinari et al., 2000). Une faible 
variation du taux d’expression de CDC25A suffit pour entraîner une variation de la 
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prolifération cellulaire (Blomberg and Hoffmann, 1999). Bien que certaines phosphorylations 
puissent entraîner une augmentation de son activité (comme celle de CDK2/cycline E formant 
une boucle d’auto-amplification (Hoffmann et al., 1994)) ou, au contraire la diminuer (comme 
sa phosphorylation par hCdc14B (Tumurbaatar et al., 2011)), la variation de son expression 
protéique reste le mode majeur de régulation de CDC25A.  
 Le taux d’expression de CDC25A est régulé à tous les niveaux, transcriptionnel, post-
transcriptionnel, traductionnel et au niveau de sa stabilité. 
 
a. Régulation transcriptionnelle 
 
 Au niveau transcriptionnel, CDC25A est régulée positivement par c-myc (Santoni-
Rugiu et al., 2000),(Galaktionov et al., 1996) et E2F (Vigo et al., 1999),(Wu et al., 
2000),(Iavarone and Massague, 1999). Des travaux montrent également une régulation 
transcriptionnelle de CDC25A par STAT3, de manière positive lorsque STAT3 est associé à 
c-myc et de manière négative lorsqu’il est associé à Rb (Barre et al., 2005). Le facteur de 
transcription Nanog peut également se fixer à la partie régulatrice de l’ARNm de CDC25A et 
son inhibition par siRNA entraîne une inhibition de l’expression de CDC25A suggérant que 
Nanog peut également réguler positivement l’expression de CDC25A en favorisant sa 
transcription. 
 
b. Régulation post-transcriptionnelle et traductionnelle 
 
 Depuis peu émerge l’existence d’une régulation de l’ARNm de CDC25A par des 
microARN. Ces petits ARN se fixent sur le 3’UTR du transcrit de CDC25A et entraînent, soit 
une dégradation de son transcrit, soit directement une inhibition de sa traduction. Ainsi, on 
note parmi les microARN ayant pour cible directe et inhibant CDC25A : miR-322/424, miR-
503 (Sarkar et al., 2010)., miR-449a/b (Yang et al., 2009), miR-21 (Wang et al., 2009), miR-
15a (Lee et al., 2008), let-7a/b (Johnson et al., 2007), (Huang et al., 2007) et miR 125b (Shi et 
al., 2010). 
 
 L’ARNm de CDC25A peut également être la cible de protéines se fixant sur son 5’ et 
3’UTR et qui, tout comme les microARN,  favorisent ou inhibent sa traduction. C’est en effet 
le cas de la protéine BOLL dans les cellules germinales (Lin et al., 2009) et HOW (« Held 
Out Wing ») chez la drosophile (Nabel-Rosen et al., 2005). 
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 D’autres travaux suggèrent que CDC25A est une cible traductionnelle du facteur 
d’initiation de la traduction eIF-2α et que la phosphorylation inhibitrice de eIF-2α induite par 
un stress oxydatif entraîne une diminution du taux protéique de CDC25A (Tomko and Lazo, 
2008). 
 
c. Régulation de la stabilité de la protéine 
 
 CDC25A a une demi-vie courte (20-30 min) (Busino et al., 2004). Elle est 
constamment recyclée dans les cellules en cycle. Sa synthèse est contrebalancée par sa 
dégradation.  
 La dégradation de CDC25A implique le système ubiquitine-protéasome. La régulation 
de l’expression de CDC25A par sa dégradation à lieu suite à des dommages à l’ADN 
(Mailand et al., 2000), mais également au cours du cycle cellulaire en absence de 
perturbations particulières (Sorensen et al., 2004). Ce mécanisme de dégradation de la 
protéine fait intervenir deux E3 ubiquitines ligases : APC/C (Anaphase-Promoting Complex 
or Cyclosome) et SCFβ-TrCP (Skp1/Cullin/F-box), chacune intervenant à différentes phases 
du cycle cellulaire. SCFβ-TrCP intervient durant les phases G1, S et G2, alors que APC/C agit 
en fin de mitose. L’ubiquitination de CDC25A par ces deux E3 ubiquitine ligases constitue un 
signal de dégradation par le protéasome et nécessite, au préalable, la phosphorylation de la 
protéine sur les sites de reconnaissance de ces E3 ubiquitine ligases. Parmi les protéines qui 
phosphorylent CDC25A sur ces sites, on note Chk1 et Chk2, p38MAPK et GSK3β (Boutros 
et al., 2007), CK1ε (Piao et al., 2011) et NEK11 (Melixetian et al., 2009). L’ubiquitination de 
CDC25A est réversible. En effet, la dé-ubiquitinase Dub3 peut dé-ubiquitiner CDC25A et 
ainsi stabiliser la protéine (Pereg et al., 2010). 
 
4. Dérégulation de CDC25A et cancers 
 
 On peut supposer que la surexpression de CDC25A, qui est une cible clé des voies de 
contrôle du cycle cellulaire s’accompagne de l’augmentation de l’activation de ses 
CDK/cycline cibles et qu’elle entraîne un passage forcé des transitions du cycle cellulaire 
menant à une accumulation d’aberrations génétiques. Ceci est appuyé par des travaux 
montrant que la surexpression de CDC25A entraîne une accélération de l’entrée en phase S 
dans la lignée rat-1 (Blomberg and Hoffmann, 1999)  et inhibe le point de contrôle G1/S dans 
la lignée U2OS (Falck et al., 2001). Cependant, les différentes études de transgénèse réalisées 
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sur CDC25A suggèrent que la surexpression de CDC25A seule n’est pas suffisante pour 
causer un cancer, par contre elle peut y participer. En effet, la surexpression de CDC25A dans 
les tissus mammaires de souris (sous le promoteur MMTV) induit une hyperplasie des glandes 
mammaires de ces souris mais ne suffit pas, à elle seule, à entraîner une tumeur. Par contre, 
cette même surexpression associé à l’expression des oncogènes ras et neu (aussi sous le 
promoteur mammaire MMTV) accélère la croissance tumorale et entraîne des tumeurs plus 
invasives et agressives avec une accumulation d’altérations génétiques associée à une 
instabilité chromosomique (Ray et al., 2007a). Le caractère invasif de la surexpression est 
appuyé par une étude récente montrant que la surexpression de CDC25A favorise les 
métastases de tumeurs mammaires et que son inhibition diminue la formation de métastases 
chez la souris (Feng et al., 2011). Inversement, l’hémi-déplétion de CDC25A chez la souris 
inhibe la transformation cellulaire et la tumorigénèse mammaire entrainée par la co-
expression de l’oncogène H-ras et d’un dominant négatif de p53 (Ray et al., 2007b). Dans le 
même sens, la co-expression de CDC25A associée à l’expression de l’oncogène HRAS ou la 
perte du supresseur de tumeur RB1 entraîne la transformation de fibroblastes qui sont ensuite 
capables de former des tumeurs de haut grade chez la souris (Galaktionov et al., 1995). 
 On retrouve une surexpression de CDC25A dans de nombreux cancers solides 
(Boutros et al., 2007) (cancer du sein, cancers hépatocellulaires, lymphomes non-
Hodgkiniens, cancers œsophagiens, cancers du larynx, cancers colorectaux, cancers ovariens, 
cancers thyroïdiens (Boutros et al., 2007) et gliomes (Yamashita et al., 2010)) (figure 22). 
Notre équipe a également retrouvé une surexpression de la phosphatase en aval d’oncogènes 
tyrosines kinases : NPM-ALK (présent dans 70% des lymphomes anaplasiques à grandes 
cellules), FLT3-ITD (une forme mutée du récepteur au FLT3 présente dans 30% des LAM) et 
BCR-ABL (responsable des LMC) (Fernandez-Vidal et al., 2009). Il est intéressant de noter 
que la surexpression de CDC25A dans les cancers est souvent corrélée à un facteur de 
mauvais pronostic. 
 
 Au niveau moléculaire, la surexpression de CDC25A est souvent associée à une 
augmentation de sa stabilité, notamment via la dérégulation de GSK3β dans une large variété 
de carcinomes (Kang et al., 2008) et via la dérégulation de Dub3 dans des cancers du sein 
(Pereg et al., 2010). En aval de NPM-ALK, la surexpression de CDC25A implique une 
dérégulation transcriptionnelle de la phosphatase via la voie PI3K/Akt et pourrait également 
impliquer une augmentation de sa stabilité (Fernandez-Vidal et al., 2009). Dans certains 
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cancers du colon, la surexpression de la phosphatase est liée à une stabilisation de son 
transcrit via l’inhibition de l’expression du microARN miR-21 (Wang et al., 2009). 
 
Figure 22 : Surexpression des CDC25 dans les cancers humains et valeur pronostique 
Le pourcentage de tumeurs possédant une surexpression de CDC25A, B ou C est représenté. Ne sont montrés 
que les types de cancers présentant une surexpression de CDC25 chez plus de 10% des patients. La présence ou 
non d’une corrélation entre la surexpression de CDC25 et une valeur pronostique est également indiquée (Y : 
présence d’une corrélation, N : absence de corrélation, C : données contradictoires, ?: non évalué). D’après 
(Boutros et al., 2007). 
  
5. Inhibiteurs des CDC25 
 
 Etant donné la fréquence de la surexpression de CDC25A dans les cancers et 
l’influence de CDC25A dans le caractère oncogénique et l’agressivité tumorale, cette 
phosphatase apparaît être une cible intéressante dans la thérapeutique anti-tumorale. 
 Il n’existe actuellement pas d’inhibiteur spécifique de CDC25A en raison de sa forte 
homologie avec les autres membres de la famille des CDC25. Cependant, il existe de 
nombreux inhibiteurs des CDC25 en voie de développement dont certains font l’objet de  
phase clinique (Lavecchia et al., 2010). L’IRC-083864 est compté parmi les plus efficaces 
(Brezak et al., 2009) (la formule chimique de ce composé est représentée en figure 23). Il 
s’agit d’un composé para-quinoïde dérivé de la vitamine K qui agirait probablement en 
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oxydant de manière irréversible la cystéine catalytique des CDC25 (figure 19). L’IC50 de 
l’IRC-083864 est de l’ordre du sub-micromolaire. Au niveau cellulaire, il agit sur les cellules 
Hela en bloquant leur progression dans le cycle cellulaire, mais sans qu’il n’y ait 
d’accumulation de cellules dans une phase donnée, le cycle se retrouve comme figé. Ce 
composé a montré son efficacité chez la souris en diminuant la croissance tumorale induite 
par des xénogreffes de LNCaP, une lignée de tumeur de la prostate et MIA PaCa-2, une lignée 
de tumeur pancréatique. Il est actuellement testé en phase clinique de type II sous le nom de 






Figure 23 : Structure chimique de l’IRC-083864 
(D’après (Brezak et al., 2009)) 
 
 
E. Cycle cellulaire et différenciations érythroïde et granulo-
monocytaire 
 
1. Répartition des cellules dans le cycle 
 
 A l’état basal, les CSH sont relativement quiescentes (Passegue et al., 2005) et environ 
99% des progéniteurs exprimant le marqueur CD34 fraîchement isolés de sang de cordon sont 
en phase G0/G1 (Dai et al., 2000), (Yaroslavskiy et al., 1999).  
 L’engagement dans la différenciation s’accompagne d’une augmentation progressive 
de la prolifération cellulaire qui décroit dans les phases terminales de la différenciation 
jusqu’à la sortie du cycle des cellules en fin de différenciation (Dai et al., 2000), 
(Yaroslavskiy et al., 1999), (Klausen et al., 2004).  
 Au cours de la différenciation érythroïde, les cellules au stade BFU-E sont 
majoritairement en phase G0/G1 du cycle cellulaire. En revanche, les proérythroblastes 
prolifèrent activement avec une majorité des cellules en phase S. En fin de différenciation 
terminale, lors des derniers stades d’érythroblastes, les cellules cessent de proliférer et 
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s’accumulent à nouveau en phase G0/G1 avant leur énucléation (Dai et al., 2000). Une étude 
de la répartition dans le cycle de précurseurs granulocytaires neutrophiles issus de moelle 
osseuse de donneurs sains réalisée par Klausen et ses collègues montre également une sortie 
du cycle cellulaire en fin de différenciation (Klausen et al., 2004). Les auteurs comptent 59% 
des cellules du compartiment myéloblastes/promyélocytes en phase G0/G1 contre 36% en 
phases S/G2/M. Le compartiment myélocytes/métamyélocytes en phases S/G2/M ne 
représente plus que 12% de la population contre 86% en phase G0/G1 et les polynucléaires 
neutrophiles sont, pour 99%, en phase G0/G1. 
 
2. Statut des régulateurs du cycle cellulaire au cours des 
différenciations 
 
 Les données bibliographiques concernant l’expression des acteurs du cycle cellulaire 
au cours des différenciations érythrocytaire et granulo-monocytaire présentent de nombreuses 
contradictions. Cependant celles-ci ne sont qu’apparentes et représentatives de la grande 
diversité des résultats que l’on peut obtenir en fonction de la variabilité biologique, du type 
cellulaire d’origine (CSH / CD34+, sang de cordon / moelle osseuse / lignées, cellules murines 
/ humaines / de primates), des marqueurs utilisés, du matériel biologique analysé 
(ARNm/protéine) et des protocoles employés. 
 La tendance générale consiste en une expression faible de la majorité des cyclines et 
CDKs dans les CD34+. L’expression de certaines de ces cyclines et CDKs augmente en 
parallèle de la hausse de la prolifération cellulaire puis décroit en fin de différenciation 
terminale avec la sortie du cycle des cellules (Furukawa et al., 2000), (Dai et al., 2000), 
(Klausen et al., 2004). Cependant, certains auteurs suggèrent que la combinaison d’expression 
de certaines cyclines et CDKs serait spécifique de lignées cellulaires (Furukawa et al., 2000). 
 
 Si l’on se restreint aux analyses protéiques effectuées sur des cellules primaires, on 
note que les progéniteurs positifs pour l’antigène CD34 fraîchement isolés de sang de cordon 
expriment fortement la cycline D1. La kinase CDK2 et la cycline E y sont faiblement 
exprimées, et les cyclines D2 et D3 n’y sont pas détectées (Dai et al., 2000). Ces cellules 
expriment également le CDKI p27kip1 (Yaroslavskiy et al., 1999). Lors de la différenciation 
érythroïde, l’augmentation de la prolifération s’accompagne d’une forte augmentation de 
l’expression protéique des cyclines D3 et E ainsi que de CDK2 (figure 24). L’expression de 
ces protéines, au cours de la différenciation, corrèle avec la proportion de cellules en phase S. 
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En fin de maturation terminale, leur taux décroît rapidement (Dai et al., 2000) alors que 
l’expression de p27kip1 et p21cip1 augmente (Panzenbock et al., 1998).  
Figure 24 : Schématisation de l’expression protéique des acteurs principaux du cycle 
cellulaire au cours de la différenciation érythroïde 
 
 La différenciation granulocytaire terminale, quant à elle, s’accompagne d’une 
inhibition de l’expression des cyclines D et des CDK2,4 et 6 et, en parallèle, d’une 
augmentation de l’expression de la cycline E et de p27Kip1 (Klausen et al., 2004). 
 
Figure 25 : Schématisation de l’expression protéique des acteurs principaux du cycle 
cellulaire au cours de la différenciation granulocytaire neutrophile 
  
 Le statut de CDC25A au cours de la différenciation myéloïde n’a été que très peu 
étudié. Des expériences réalisées sur des lignées cellulaires vont dans le sens d’une 
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décroissance de son expression lors de différenciations granulocytaire (Shimizu et al., 1999) 
et érythrocytaire (Tamir et al., 2000) terminales. Cependant, son expression n’a pas été 
étudiée au cours de la différenciation de cellules primaires. 
 
3. Implication des acteurs du cycle cellulaire dans la myélopoïèse – 
modèles murins 
 
 Divers modèles murins suggèrent une importance majeure de certaines protéines du 
cycle cellulaire dans la myélopoïèse, et notamment de protéines impliquées dans la transition 
G1/S. 
 Parmi les cyclines, des modèles ont mis en avant un rôle clé des cyclines D et E. En 
effet, l’ablation concomitante des trois types de cycline D (D1, D2 et D3) chez la souris 
entraîne une létalité embryonnaire à un stade tardif en raison d’une anémie sévère, avec un 
nombre de globules rouges diminué de presque huit fois, associée à des anomalies cardiaques. 
De plus, les progéniteurs hématopoïétiques issus du foie fœtal de ces embryons ont une 
capacité fortement réduite à former des colonies myéloïdes in vitro (Kozar et al., 2004). 
Concernant la cycline E, une construction de souris knock in possédant une double mutation, 
les mutations T74A et T393A, qui abolit la périodicité de son expression et entraîne donc une 
accumulation continue de la protéine, cause des anomalies prolifératives généralisées mais 
plus sévère concernant le compartiment hématopoïétique et notamment l’érythropoïèse 
(Minella et al., 2008). En effet, ces souris knock in ont une quantité de progéniteurs et de 
précurseurs érythroïdes Ter119 CD71 élevée. En revanche, le nombre de précurseurs Ter119 
CD71- plus matures est diminué, suggérant un défaut de différenciation terminale. 
 Par ailleurs, diverses combinaisons de déplétion de CDK ont été réalisées chez la 
souris (pour revue Malumbres M. et Barbacid M, 2009 (Malumbres and Barbacid, 2009)). Ces 
modèles ont mis en évidence une importance particulière de CDK4 et CDK6 dans la 
myélopoïèse murine. En effet, les souris invalidées simultanément pour ces deux kinases 
meurent à un stade embryonnaire tardif, et ont un nombre de précurseurs hématopoïétiques et 
de cardiomyocytes diminué (Malumbres et al., 2004). De façon intéressante, les embryons 
meurent d’une anémie sévère et présentent une forte baisse de prolifération des érythroblastes 
(2% d’entre eux sont positifs pour le marqueur de prolifération Ki67, contre 20%-50% dans 
les souris sauvages ou présentant une simple délétion pour CDK4 ou CDK6), associée à une 
forte diminution de la quantité de globules rouges. Il est intéressant de noter que les souris 
CDK4n/n CDK6-/- ont un phénotype similaire à celui des souris knock out pour les trois types 
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de cycline D, or ces protéines s’associent et font partie des mêmes couples CDK/cycline 
(Kozar et al., 2004). 
 Les modèles murins suggèrent également une importance des régulateurs négatifs du 
cycle cellulaire, notamment des protéines p27kip1 et Rb. En effet, la rate et la moelle osseuse 
des souris knock-out pour p27kip1 présentent une augmentation du nombre de progéniteurs 
érythroïdes, mégacaryocytaires, et granulo-monocytaires (Fero et al., 1996). D’autre part, le 
suppresseur de tumeur Rb, qui est un régulateur négatif de la transition G1-S, et dont la 
phosphorylation par les complexes CDK/Cyclines conduit à l’inactivation, semble également 
avoir une fonction majeure dans le processus d’érythropoïèse (pour revue, Walkley et al., 
2008 (Walkley et al., 2008)). Le knock out de Rb est létal à un stade embryonnaire tardif 
(Clarke et al., 1992), (Lee et al., 1992), (Jacks et al., 1992), et les embryons de souris 
déficientes pour Rb développent une anémie sévère, suggérant une importance de cet acteur 
négatif du cycle cellulaire au cours de l’érythropoïèse. Des expériences de culture in vitro de 
progéniteurs de souris knock-out pour Rb suggèrent que la cause de l’anémie serait un défaut 
de sortie du cycle et d’énucléation en fin de différenciation erythroïde et un délai de 
différenciation terminale (Clark et al., 2004). Cependant, la cause de cette anémie est 
controversée et pourrait faire intervenir des facteurs intrinsèques et extrinsèques aux 
érythroblastes (Iavarone et al., 2004). De manière intéressante, une étude montre que 
l’inactivation concomitante de Rb dans les cellules myéloïdes et la niche hématopoïétique 
chez la souris entraîne une pathologie myéloproliférative (Walkley et al., 2007). 
 
 
V. LA REGULATION TRADUCTIONNELLE IMPLIQUANT LA 
PHOSPHORYLATION SUR SERINE 51 DU FACTEUR EIF-2α 
 
A. Généralités sur la traduction 
 
 Le niveau d’expression d’une protéine est la résultante d’un ensemble de mécanismes : 
la transcription du gène en ARNm, la stabilité de l’ARNm, la traduction de l’ARNm en 
protéine et la stabilité de la protéine. Au cours de chacune de ces étapes se trouvent des 
régulations impactant sur le taux de protéine.  
 La traduction, qui consiste en un décodage de la séquence des ARNm en une séquence 
d’acides aminés constituant la protéine est la dernière étape de la synthèse protéique. Sa 
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régulation a par conséquent un impact direct sur le niveau d’expression protéique. Ainsi, la 
rapidité de variation du niveau protéique via la régulation traductionnelle confère à la cellule 
une certaine plasticité qui lui est nécessaire pour répondre aux changements soudains de son 
environnement. Cette rapidité de régulation de l’expression protéique et d’autant plus 
importante dans certaines conditions comme en cas de stress ou lors de l’apoptose, car ces 
conditions demandent des changements immédiats du niveau d’expression de certaines 
protéines. 
 La traduction des ARN messagers (ARNm) en protéines peut être divisée en trois 
phases : l’initiation, l’élongation et la terminaison. 
 La phase d’initiation correspond à l’ensemble des processus mis en place afin 
d’assurer l’apport d’un ribosome et de la première méthionine de la séquence protéique au 
niveau d’un codon start de l’ARNm. La synthèse du polypeptide est réalisée pendant la phase 
d’élongation. Le codon stop constitue le signal de terminaison de la traduction consistant en la 
libération du polypeptide et du ribosome de l’ARNm.  
 L’initiation de la traduction la plus commune est l’initiation de la traduction cap-
dépendante. Cependant, lorsqu’elle est compromise, par exemple en cas de stress, de mitose 
ou encore d’apoptose, l’initiation de la traduction de 10-15% des transcrits a lieu via un 
mécanisme d’initiation de la traduction cap-indépendante. C’est notamment le cas lorsque les 
ARNm possèdent une IRES (« Internal Ribosome Entry Site »), séquence particulière de 
reconnaissance de l’ARNm par le ribosome permettant une initiation alternative.  
 
B. Initiation de la traduction cap-dépendante 
 
 Les ARNm eucaryotes sont composés d’une séquence codante flanquée d’une région 
5’UTR (« UnTranlated Region »), non traduite, avec à son extrémité une coiffe méthylée 
m7GTP ; et d’une région 3’UTR, non traduite, avec à son extrémité une queue poly(A). 
 L’initiation de la traduction cap-dépendante est un processus complexe lors duquel la 
petite sous-unité 40S du ribosome et un complexe Met-tRNAiMet (c’est-à-dire un ARN de 
transfert couplé à une méthionine) sont recrutés au niveau de la coiffe des ARNm (figure 26). 
Cette sous-unité 40S scanne l’ARNm jusqu’à l’identification d’un codon start, signal de 
départ de traduction de l’ARNm en protéine. Le codon start correspondant à une séquence 
AUG sur l’ARNm située dans le cadre de lecture du ribosome. La sous-unité ribosomique 60S 
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se joint alors à la sous-unité 40S pour constituer la forme ribosomique 80S fonctionnelle. La 
phase d’élongation peut alors débuter.  
 Ce processus d’initiation de la traduction fait intervenir un ensemble de protéines 
connues sous le nom de facteurs d’initiation eucaryotes ou encore eIFs (« eukaryotic Initiation 
Factors »).  
 De manière plus détaillée (pour revue, Klann E. et Thomas E., 2004 (Klann and Dever, 
2004)), le complexe ternaire, composé d’un Met-tRNAiMet couplé au facteur eIF-2 lié au GTP, 
s’associe à la petite sous-unité ribosomale 40S ainsi qu’aux facteurs eIF-3, eIF-1, eIF1-A et 
eIF-5 pour former le complexe de pré-initiation 43S.  
 
Figure 26 : Initiation de la traduction cap-dépendante 
L’initiation de la traduction cap-dépendante débute par la formation du complexe de pré-initiation 43S et du 
complexe associé à la coiffe. Le complexe de pré-initiation est ensuite recruté au niveau de l’ARNm grâce au 
complexe associé à la coiffe et scanne l’ARNm jusqu’à l’identification d’un codon start AUG. Les facteurs se 
dissocient alors et la sous-unité 60S s’associe à la sous-unité 40S du ribosome. Le complexe final 80S ainsi 
formé est compétant pour la phase d’élongation de la traduction. (D’après  (Klann and Dever, 2004)) 
63 
 
 En parallèle, la protéine d’échafaudage eIF4G s’associe au facteur eIF4A, qui permet 
de faire la jonction entre la coiffe côté 5’, via le facteur eIF-4E lié directement à la coiffe, et la 
queue poly(A) côté 3’ via la Poly-(A) Binding Protein (PABP). L’ensemble [eIF-4E, 4A et 
4G] constitue le complexe eIF4F. Le transcrit prend alors une structure en boucle fermée où 
les deux extrémités de l'ARNm sont proches l'une de l'autre, favorisant ainsi le recyclage des 
sous-unités ribosomales pour un nouveau cycle de traduction.  
 Le complexe de pré-initiation est recruté sur l’ARNm par l’interaction du facteur eIF-3 
avec le facteur eIF-4G. Le complexe 43S va ensuite scanner l’ARNm dans le sens 5’vers 3’ 
jusqu'à identifier le codon start AUG. Une fois le complexe de pré-initiation 43S lié de façon 
stable au codon AUG, l’ensemble donne le complexe d’initiation 48S. Le facteur eIF-2 
hydrolyse alors le GTP, permettant la dissociation des facteurs du complexe 48S et 
l’association de la grande sous-unité 60S au complexe 48S. Ceci donnera naissance au 
complexe final 80S, capable de catalyser la formation des premiers peptides et ainsi procéder 
à la phase d’élongation de la traduction. 
 
Les facteurs d’initiation de la traduction et les protéines des sous-unités ribosomales peuvent 
être la cible de régulations, via des voies de signalisation, visant à agir rapidement sur le taux 
de protéines. 
 
C. Voies de signalisation impliquées dans la régulation de 
l’initiation de la traduction cap-dépendante 
 
 Les deux principales voies de signalisation impliquées dans la régulation de l’initiation 
de la traduction cap-dépendante via les facteurs d’initiation ou les protéines ribosomales sont 
les voies PI3K/Akt et MAPK, deux voies activées par JAK2 (figure 27) (pour revues, Blagden 
et Willis E, 2011 (Blagden and Willis, 2011) et Klann E et Thomas E, 2004 (Klann and 
Dever, 2004)).  
 La voie PI3K/Akt favorise la traduction de différentes manières. D’une part, mTOR 
(« mammalian Target of Rapamycin »), une cible d’Akt, phosphoryle 4E-BP1 qui est un 
régulateur négatif de la traduction interagissant avec le facteur eIF-4E et inhibant ainsi la 
formation du complexe eIF-4F. La phosphorylation de 4E-BP1 par mTOR favorise le 
décrochage de 4E-BP1 de eIF-4E. D’autre part, mTOR active par phosphorylation la kinase 
p70S6K qui phosphoryle à son tour la protéine ribosomale S6. Cette phosphorylation favorise 
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la traduction d’ARNm possédant un 5’TOP (Terminal OligoPyrimidin tract) qui codent pour 
des protéines ribosomales et des facteurs d’élongation. La kinase p70S6K phosphoryle 
également eIF-4B, ce qui stimule son association avec eIF-3 et favorise la traduction, 
probablement en stimulant l’activité de eIF-4A. De plus, GSK3β, qui est inhibée par Akt est 
capable de phosphoryler et ainsi de diminuer l’activité de eIF-2B qui est un facteur d’échange 
du GDP contre le GTP de eIF-2. 
 La voie des MAPK agit positivement sur la traduction par l’intermédiaire de Mnk1 qui 
phosphoryle eIF-4E réduisant ainsi son affinité d’interaction avec la coiffe. Mnk1 favorise 
également la traduction en phosphorylant eIF-4B. 
 
 D’autre part, en réponse à certains stress, les kinases GCN2, HRI, PERK et PKR 





Figure 27 : Principales voies de signalisation impliquées dans l’initiation de la trasution cap-
dépendante 



































D. Le facteur eIF-2α et sa phosphorylation sur sérine 51 
 
 eIF-2α (« eukaryotic translation Initiation Factor - 2 alpha ») est l’une des trois sous-
unités (α, β et γ) du facteur d’initiation de la traduction eIF-2. Le facteur eIF-2 a pour fonction 
le recrutement du Met-tRNAiMet au niveau de la sous-unité ribosomale 40S (figure 26). Elle 
s’associe au ribosome uniquement lorsqu’elle est liée au GTP (« Guanosine TriPhosphate »). 
Le GTP est hydrolysé lorsque le codon start est reconnu et eIF-2 repasse alors à sa forme 
inactive liée au GDP. L’échange de GDP contre le GTP est réalisé par eIF-2B (pour revue, 
Gebauer F et al, 2004 (Gebauer and Hentze, 2004)) (figure 28).  
  
 La phosphorylation de eIF-2α sur sérine 51 réduit le seuil de dissociation entre eIF-2 et 
eIF-2B empêchant ainsi la création de la forme active de eIF-2 liée au GDP. En conséquence, 
la traduction globale des ARNm est diminuée. Paradoxalement, la traduction de certains 
ARNm (notamment des protéines impliquées dans l’adaptation cellulaire au stress) est 
augmentée suite à la phosphorylation d’eIF-2α (Dang Do et al., 2009). 
 Cette phosphorylation a souvent lieu en réponse à un stress cellulaire. Cependant, 
l’expression d’une forme non phosphorylable de eIF-2α, dans laquelle la serine 51 a été 
remplacée par une alanine, inhibe l’apoptose (Srivastava et al., 1998) et entraîne la 
transformation des cellules NIH 3T3 (Donze et al., 1995) suggérant que la déphosphorylation 
de eIF-2α pourrait participer à des mécanismes oncogéniques. 
  
 La serine 51 de eIF-2α est phosphorylée par quatre kinases (Holcik and Sonenberg, 
2005) (figure 28): PKR (« Protein Kinase activated by double strandle RNA »), HRI (« Haem 
– Regulated Inhibitor »), GCN2 (« General Control Non-Derepressible-2 ») et PERK (« PKR-
like endoplamic reticulum (ER) Kinase »). Ces quatre kinases sont activées par différents 
types de stress cellulaires: PKR est notamment activée suite à des infections virales,  HRI est 
stimulée par la déplétion en hème et le stress osmotique ou dû à la chaleur, GCN2 est activée 
par la carence en acides aminés ou encore les UV et PERK par des stress issus du réticulum 
endoplasmique et l’hypoxie.  
 D’autre part, la phosphatase PP1 (« Protein Phosphatase 1 »), en complexe avec 
GADD34 (« Growth arrest and DNA Domage Protein 34 ») ou CReP (« Constitutive 
Repressor of eIF-2α Phosphorylation »), et la phosphatase PP2A (« Protein Phosphatase 2 A 




Figure 28 : Intégration de la réponse au stress via la phosphorylation du facteur eIF-2α 
De nombreuses conditions de stress mènent à la phosphorylation du facteur eIF-2α. Cette phosphorylation est 
réalisée par quatre kinases distinctes : PKR, HRI, GCN2 et PERK. Comme le GTP nécessaire à l’activité de eIF-
2α est hydrolysé lors de la traduction, eIF-2α doit être rechargée en GTP à chaque cycle d’initiation de la 
traduction. Cette recharge en GTP est réalisée par le facteur d’échange du GDP en GTP eIF-2B. La 
phosphorylation du facteur eIF-2α sur sa sérine 51 inhibe l’échange du GDP contre le GTP en réduisant le taux 
de dissociation entre eIF-2α et eIF-2B entrainant ainsi une séquestration de eIF-2α. Ceci entraîne une réduction 





















I. OBJECTIFS DU TRAVAIL 
 
Les traitements actuels des NMP Philadelphie négatives sont essentiellement des 
traitements symptomatiques et non curatifs. Si la découverte de la mutation JAK2V617F a 
permis une réelle avancée dans la compréhension de la physiopathologie des NMP, les 
traitements ciblés restent décevants. En effet, les inhibiteurs de JAK2 actuellement testés en 
clinique montrent une réelle efficacité sur les symptômes de ces pathologies. Cependant, ils 
entraînent des effets secondaires importants et ne permettent pas d’éradiquer le clone muté. Il 
est donc nécessaire d’approfondir les recherches afin de mieux comprendre les mécanismes 
oncogéniques de JAK2V617F dans la perspective d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques 
et d’améliorer le traitement des NMP positives pour JAK2V617F. Notre étude entre dans ce 
cadre de cet objectif général. 
 
Notre intérêt s’est porté sur la phosphatase CDC25A régulatrice du cycle cellulaire 
pour les raisons suivantes : (i) l’oncogène JAK2V617F favorise la transition G1/S du cycle 
cellulaire (Walz et al., 2006) or CDC25A est un acteur clé de la transition G1/S (Jinno et al., 
1994), (Blomberg and Hoffmann, 1999) ; (ii) CDC25A a été retrouvée surexprimée dans de 
nombreux cancers solides et sa surexpression est souvent corrélée à un facteur de mauvais 
pronostic, cependant son implication dans les hémopathies malignes n’a que très peu été 
explorée ; (iii)  des travaux antérieurs de l’équipe montrent une surexpression de CDC25A en 
aval d’oncogènes à activité tyrosine kinase : NPM-ALK, BCR-ABL et FLT3-ITD (voir article 
en annexe (Fernandez-Vidal et al., 2009) ; (iv) enfin, il existe des inhibiteurs des CDC25, et 
notamment l’IRC-083864 actuellement testé en clinique dans le domaine de l’oncologie 
(Lavecchia et al., 2010). Cet inhibiteur donne des résultats encourageants chez la souris avec 
une inhibition de la croissance de xénogreffes tumorale prostatique et pancréatique sans 
toxicité apparente (Brezak et al., 2009) ; (v) l’implication de CDC25A dans l’hématopoïèse 
normale reste à ce jour inconnue. 
 
Sur la base de ces observations, l’objectif général de notre étude a donc été d’explorer 
l’implication de CDC25A dans l’hématopoïèse pathologique en aval de l’oncogène JAK2V617F 




L’objectif de la première partie de l’étude a consisté à mesurer le statut de la 
phosphatase CDC25A en aval de l’oncogène JAK2V617F, à identifier les voies de régulation 
permettant sa surexpression et à évaluer les conséquences fonctionnelles de son inhibition. 
Cette première partie à donnée lieu à une publication dans Blood. 
 
Dans un second temps, cette étude nous a amené à nous intéresser au statut de 
CDC25A au cours de l’hématopoïèse physiologique et plus particulièrement à la fonction de 
cette phosphatase. Les premiers résultats de ce second objectif portant sur l’expression 
protéique de CDC25A au cours de différenciations érythroïdes et granulo-monocytaires 
réalisées ex vivo seront présentés. De plus, dans cette seconde partie de notre étude, nous 
avons également analysé l’effet de l’inhibition des CDC25 réalisée sur les sept premiers jours 
de la différenciation, sur les proérythroblastes obtenus à partir de progéniteurs d’un premier 








II. RESULTAT 1 : IMPLICATION ET REGULATION DE LA 
PHOSPHATASE CDC25A EN AVAL DE L’ONCOGENE JAK2V617F 





The cell cycle regulator CDC25A is a target for JAK2V617F oncogene 
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La mutation JAK2V617F est retrouvée dans plus de 95% des cas de Maladie de Vaquez, 
et environ 50% des cas de thrombocytémie essentielle et de myélofibrose primitive.  Son 
introduction chez la souris reproduit ces maladies suggérant un lien causal entre l’oncogène et 
la pathologie. Au niveau cellulaire, cette mutation entraîne une hypersensibilité voire une 
indépendance des cellules vis-à-vis des cytokines ainsi qu’une activation constitutive de JAK2 
et des voies principales activées par cette tyrosine kinase (MAPK, PI3K/Akt et JAK/STAT). 
Chez les patients, les données bibliographiques montrent une phosphorylation anormalement 
élevée de STAT5, STAT3, Erk 1/2 et Akt dans les mégacaryocytes et les érythroblastes de 
patients possédant l’oncogène (Grimwade et al., 2009), (Aboudola et al., 2007), (Risum et al., 
2011), (Laubach et al., 2009). Cette activation de la signalisation est impliquée dans la 
prolifération et la survie cellulaire en aval de l’oncogène, cependant le lien entre JAK2V617F et 
l’expansion myéloïde observée dans les NMP n’est pas encore entièrement résolu et ces 
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pathologies restent toujours incurables en raison de l’incapacité à cibler de manière efficace et 
spécifique le clone muté. 
L’oncogène JAK2V617F, décrit comme responsable d’une expansion accrue de la 
myélopoïèse terminale dans les NMP (Dupont et al., 2007), (Anand et al., 2011), (Bruchova et 
al., 2009), a été montré comme pouvant favoriser la transition G1/S du cycle cellulaire. 
Quelques données bibliographiques suggèrent que l’oncogène JAK2V617F entraîne une 
diminution de p27kip1 et une induction de l’expression de la cycline D2 (Bruchova et al., 
2009),(Walz et al., 2006), (Jakel et al., 2011), (Furuhata et al., 2009). Cependant, leur 
implication en aval de l’oncogène n’a pas été clairement définie. 
La phosphatase CDC25A est un régulateur clé de la transition G1/S. Nous avons 
montré dans des travaux antérieurs une surexpression de CDC25A en aval d’oncogènes à 
activité tyrosine kinase responsables d’hémopathies malignes tels que NPM-ALK (présent 
dans 70% des cas de lymphomes anaplasiques à grandes cellules), BCR-ABL (responsable 
des LMC) et FLT3-ITD (une forme mutée du récepteur au FLT3 retrouvée dans 30% des cas 
de LAM) (voir article en annexe (Fernandez-Vidal et al., 2009)).  
 La surexpression de CDC25A dans les cancers est souvent associée à une 
augmentation de sa stabilité, notamment via la dérégulation de GSK3β dans une large variété 
de carcinomes (Kang et al., 2008) et de Dub3 dans des cancers du sein (Pereg et al., 2010). En 
aval de NPM/ALK, la surexpression de CDC25A implique une dérégulation transcriptionnelle 
de la phosphatase via la voie PI3K/Akt et pourrait également impliquer une augmentation de 
sa stabilité (voir article en annexe Fernandez-Vidal A. et al, 2009 (Fernandez-Vidal et al., 
2009))). Dans certains cancers du colon, la surexpression de la phosphatase est liée à une 
stabilisation de son transcrit via l’inhibition de l’expression du microARN miR-21 (Wang et 
al., 2009). 
L’évaluation de CDC25A en tant que cible de JAK2V617F est d’un grand intérêt en 
raison de la présence d’inhibiteurs pharmacologiques dirigés contre les CDC25 et notamment 










B. Hypothèses de travail 
 
L’hypothèse de travail est donc que la phosphatase CDC25A est dérégulée dans le sens 
d’une surexpression en aval de JAK2V617F et qu’elle participe à l’expansion érythroïde dans 






Dans le cadre de ce travail, nous avons utilisé des lignées humaines possédant la 
mutation. Parmi celles-ci, la lignée HEL, homozygote pour JAK2V617F est issue d’un patient 
atteint d’érythroleucémie et  la lignée SET-2, hétérozygote pour JAK2V617F est issue d’un 
patient atteint de thrombocytémie essentielle transformée en leucémie mégacaryoblastique.  
Les lignées murines FDC-P1 et BAF/F3 ont été transduites afin d’exprimer le récepteur à 
l’EPO associé à JAK2WT ou JAK2V617F (James et al., 2005).  
Les lignées possédant JAK2V617F sont indépendantes des cytokines alors que les 
lignées possédant la forme sauvage de JAK2 sont dépendantes de l’EPO. 
Nous avons également utilisé des échantillons de patients : coupes de biopsies ostéo-
médullaires, cellules CD34+ triées à partir de moelle osseuse ou de saignées thérapeutiques, 
cellules CD36+ obtenues après mise en culture de cellules CD34+ en milieu liquide pendant 7 
jours, et enfin, des échantillons de moelle et de rate préparés à partir de souris knock-in.  
 
Analyse du statut de CDC25A en aval de la mutation JAK2V617F 
Une analyse de l’expression de CDC25A dans les lignées cellulaires FDC-P1-EPOR 
JAK2WT et FDC-P1-EPOR JAK2V617F met en évidence une surexpression de CDC25A dans 
les cellules portant la mutation (résultat 1). De plus, des expériences de sevrage et 
restimulation à l’EPO réalisées sur ces lignées suggèrent que l’expression de CDC25A en aval 







La surexpression de CDC25A est retrouvée dans des cellules primaires humaines 
portant la mutation JAK2V617F par rapport à des cellules normales: (i) progéniteurs/précurseurs 
érythroïdes et mégacaryocytaires CD36+ (obtenus après tri CD36 de moelle osseuse) (ii) 
coupes de moelles par immunohistochimie, (iii) proérythroblastes obtenus à partir de cellules 
CD34+ mises en différenciation (voir résultat 2C p72). Enfin, la surexpression protéique de 
CDC25A a été retrouvée dans des échantillons de moelle et de rate d’un modèle de souris 
knock-in exprimant l’allèle de JAK2V617F de manière constitutive et hétérozygote et possédant 
une expression de l’oncogène similaire au niveau physiologique (Marty et al., 2010) (résultats 










Résultat 1 : CDC25A est constitutivement surexprimée dans la lignée FDC-P1-EPOR JAK2V617F
Le niveau protéique de CDC25A est analysé par western blot dans les lignées FDC-P1-EPOR-
JAK2WT and FDC-P1-EPOR-JAK2V617F. (S): conditions de culture basales ; (-): 12 heures de
sevrage en EPO ; (+): 12 heures de restimulation à l’EPO (10IU/ml). Le niveau de b-actine est





























































Résultat 2 : CDC25A est surexprimée dans des cellules de patients atteints de NMP possédant la mutation
JAK2V617F
(A) L’expression de CDC25A est analysée par western blot dans des cellules CD36+ purifiées à partir de
moelle osseuse de 4 patients JAK2V617F (MV = maladie de Vaquez, TE = thrombocytémie essentielle) et de 3
donneurs sains (DS) ; (B) Des coupes de moelle de 3 patients JAK2V617F et de 2 contrôles sains sont soumises à
une analyse de l’expression de CDC25A par immunohistochimie. Sont montrées des photographies
représentative d’une moelle positive pour JAK2V617F et d’une moelle contrôle; (C) Des progéniteurs CD34+
triés à partir de moelle d’un patient atteint de maladie de Vaquez (MV) possédant la mutation, de 2 patients
atteints de thrombocytémie essentielle (TE) possédant la mutation et de 2 donneurs sains sont mis en culture
liquide dans un milieu de différenciation érythroïde. Au bout de 7 jours, jour correspondant au stade de
proérythroblaste, les cellules sont prélevées et soumises à une analyse de l’expression de CDC25A par western





L’activité kinase de JAK2 et JAK2V617F est requise pour la régulation de CDC25A. 
Afin d’évaluer si JAK2V617F entraîne une dérégulation de l’expression de CDC25A via 
son activité kinase, et non une dérégulation indirecte de la phosphatase via une augmentation 
de la prolifération cellulaire, nous avons analysé le statut de CDC25A suite à l’inhibition 
pharmacologique de l’activité de JAK2V617F par l’AG490 (résultat 4) ou le JAK2 inhibitor II. 
Nos résultats montrent que l’inhibition de l’activité de JAK2 et de JAK2V617F entraîne une 
diminution extrêmement rapide de l’expression de CDC25A, et ce dès 30 minutes (figure 3A 
de la publication). L’expression des autres protéines du cycle cellulaire testées reste inchangée 
après une heure d’inhibition et notamment l’expression de la cycline A utilisée comme 
marqueur de prolifération cellulaire et du CDKI p27kip1 qui est un autre acteur de la transition 
G1/S dont l’expression est diminuée en présence de la mutation (Walz et al., 2006). 
 
 Ces résultats suggèrent que la surexpression de CDC25A observée an aval de 

























































Résultat 3 : CDC25A est surexprimée dans des échantillons de moelle osseuse et de rate de souris possédant la
mutation JAK2V617F
L’expression de CDC25A est analysée par western b lot dans des échantillons de moelle osseuse et de rate de 3
souris contrôles et de 4 souris knock-in possédant la mutation JAK2V617F. L’expression de CDC25A dans la
lignée BA/F3 JAK2V617F est utilisée comme contrôle de poids moléculaire Le niveau de β-actine ou de α-






Analyse du niveau de dérégulation de CDC25A en aval de JAK2V617F 
Nous avons ensuite étudié le niveau de dérégulation de CDC25A. L’expression de 
CDC25A peut être régulée au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel, traductionnel ou 




Résultat 4 : L’expression de CDC25A est sous la dépendance de l’activité de
JAK2 et de JAK2V617F
Les lignées FDC-P1-EPOR JAK2WT, FDC-P1-EPOR JAK2V617F, HEL et SET-2
sont traitées durant une heure avec de l’AG490 (50µM, 1h), un inhibiteur de














Les différents niveaux de régulation pouvant jouer
sur l’expression de CDC25A
L’expression d’une protéine est le reflet d’un
ensemble d’étapes de régu lation : la transcription
de son ADN en ARNm, la stabilité du transcrit, la
traduction de son ARNm en protéines et la
dégradation de la protéine. Une augmentation de
l’expression de CDC25A peut donc être le reflet















Les résultats des expériences de PCR quantitatives réalisées sur les lignées cellulaires 
ne montrent pas d’augmentation du taux de transcrit de CDC25A en présence de la mutation 
ni même d’inhibition de celui-ci suite à l’inhibition pharmacologique de l’activité de 
JAK2V617F (figure supplémentaire 3 de l’article). Ces résultats suggèrent que la surexpression 
de CDC25A observée en aval de l’oncogène ne fait pas intervenir une dérégulation de la 
transcription ou une stabilisation de son ARNm comme cela avait été décrit en aval de NPM-
ALK. 
La phosphatase CDC25A est finement régulée au niveau de sa stabilité et ce 
mécanisme est retrouvé dans les cancers solides. Cependant, dans notre modèle, nous n’avons 
pas retrouvé de différence de stabilité de la protéine en aval de JAK2 sauvage et de JAK2 
muté (figure 4A de l’article). Ceci suggère que la stabilité de la protéine n’est pas non plus 




La transcription, la stabilité du transcrit et la stabilité de la protéine CDC25A n’étant 
pas altérées en aval de la mutation JAK2V617F, l’ensemble de ces résultats mènent à penser à 
une dérégulation traductionnelle de la phosphatase. 
Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons comparé la cinétique de re-synthèse de la 
phosphatase dans la ligné FDC-P1 possédant JAK2WT et celle possédant JAK2V617F suite à 
CDC25A
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Résultat 5 : La présence de la mutation entraîne une augmentation de la traduction de CDC25A
Les lignées FDC-P1-EPOR JAK2WT et FDC-P1-EPOR JAK2V617F sont incubées 1h avec 10 µg/ml de
cycloheximide (CHX), puis lavées (-CHX) et arrêtée au temps indiqués. Une analyse de l’expression de
CDC25A est ensuite réalisée. Le niveau relatif de CDC25A est déterminé par une analyse densitométrique




l’inhibition de son expression protéique par un traitement à la cycloheximide (résultat 5). Les 
résultats obtenus montrent une réexpression protéique de CDC25A plus rapide et plus forte en 
aval de l’oncogène.  
 
Ces résultats suggèrent que la mutation JAK2V617F entraîne une augmentation de la 
traduction de l’ARNm de CDC25A en protéines. 
 
 
Implication de la phosphorylation sur serine 51 du facteur d’initiation de la traduction 
cap-dépendante eIF-2α dans la dérégulation traductionnelle de CDC25A 
Par la suite, nous avons analysé une potentielle dérégulation de différents acteurs de la 
traduction décrits dans les données bibliographiques comme pouvant réguler la phosphatase. 
Nous avons notamment testé l’implication du microARN let-7a, décrit comme étant sous-
exprimé en aval de l’oncogène (Bruchova et al., 2008) et qui est un régulateur négatif de 
CDC25A (Johnson et al., 2007), (Huang et al., 2007) ; et de la voie PI3K/Akt/mTOR, car les 
données bibliographiques montrent une augmentation de la phosphorylation d’Akt en aval de 
l’oncogène et mTOR est un régulateur clé de la traduction de par sa phosphorylation 
activatrice de p70S6K et  inhibitrice de 4E-BP1 souvent dérégulé dans les cancers (Clemens, 
2004). Cependant, le taux de let-7a et le statut de phosphorylation de la sérine 473 de Akt, de 
la thréonine 70 de 4E-BP1 et de la thréonine 289 de p70S6K restent inchangés suite à 
l’inhibition de l’activité de JAK2V617F dans la lignée murine FDC-P1-EPOR JAK2V617F par un 
traitement d’une heure à l’AG490. De plus, un traitement court des cellules au LY294002 ou 
à la Wortmanine, deux inhibiteurs de la voie PI3K/Akt, n’entraîne pas de diminution de 
l’expression de CDC25A dans cette même lignée.  
A l’issue de cette analyse, nous avons mis en évidence une dérégulation du facteur 
d’initiation de la traduction cap-dépendante eIF-2α en aval de JAK2V617F et plus 
particulièrement une dérégulation de sa phosphorylation sur sérine 51. Les mécanismes de 
régulation de eIF-2α par sa phosphorylation sur sérine 51 sont représentés dans la figure 29.  
 
Nous observons que eIF-2α est moins phosphorylé dans les lignées cellulaires 
possédant JAK2V617F que dans les lignées contrôles (résultat 6). De plus, l’inhibition 
pharmacologique de JAK2V617F par l’AG490 ou le JAK2 inhibitor II entraîne une 






Résultat 6 : la phosphorylation sur sérine 51 du facteur de traduction eIF-2α est dérégulée en aval de
JAK2V617F
L’expression protéique de CDC25A et de eIF-2α et la phosphorylation de eIF-2α sur sérine 51 sont
analysées par western blot dans les lignées FDC-P1-EPOR JAK2WT, FDC-P1-EPOR JAK2V617F dans des
conditions de culture classique ou après une heure de traitement à l’AG490 ou au JAK2 inhibitor II, deux
inhibiteurs de JAK2.
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Figure 29 : Représenta tion schématique de la régulation de eIF-2alpha pas sa phosphorylation sur sérine 51
Le facteur d’in itia tion de la traduction cap-dépendante eIF-2α est actif à l’état non phosphorylé. Son rôle est de
favoriser la traduction des ARNm en protéines en apportant l’ARN de transfert et la méthionine nécessaire à
l’initia tion de la traduction à la sous-unité ribosomique 40S. Les kinases PKR, HRI, PERK et GCN2 peuvent
phosphoryler la sérine 51 du facteur eIF-2α, ce qui entraîne sa séquestration par eIF-2B. eIF-2α ne peut donc
plus assurer sa fonction et la traduction générale est altérée. Les complexes PP1/GADD34 et PP1/CreP
permettent la déphosphorylation de la sérine 51 de eIF-2α rétablissant ainsi sa fonction. Le salubrinal est un
inhibiteur des complexes PP1/GADD34 et PP1/CreP qui empêche la déphosphorylation de la sérine 51 de eIF-
2α et donc le maintien à un état inactif.
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Afin de vérifier que la phosphorylation de eIF-2α est bien impliquée dans la régulation 
de l’expression de CDC25A en aval de JAK2V617F, nous avons utilisé le salubrinal, un 
inhibiteur qui induit la phosphorylation de eIF-2α et donc inhibe sa fonction (voir figure 29). 
Les résultats montrent que la phosphorylation de eIF-2α induite par le salubrinal est 




L’ensemble de ces résultats suggèrent que la levée de la phosphorylation inhibitrice de 
eIF-2α par JAK2V617F pourrait être impliquée dans la dérégulation de CDC25A observée en 
aval de l’oncogène. 
 
 
Résultat 7 : CDC25A est une cible de eIF-2α dans les lignées possédant l’oncogène
L’expression de CDC25A est analysée par western blot dans les lignées FDC-P1-
EPOR JAK2V617F et HEL après 24h de traitement au salubrinal, un inhibiteur de la
déphosphorylation de eIF-2α. Le niveau de β-actine est utilisé comme contrôle. Les











Figure 30 :  Schéma récapitulatif de la  régulation de CDC25A en aval de 
JAK2V617F suggérée par les résultats obtenus précédemment
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Implication du facteur de transcription STAT5 dans la régulation de la phosphorylation 
de eIF-2α et de CDC25A en aval de l’oncogène 
Les résultats précédents suggèrent une dérégulation de la phosporylation de eIF-2α en 
aval de l’oncogène. Cependant, aucune donnée bibliographique ne décrit de lien entre JAK2 
et le facteur eIF-2α. Nous avons analysé une potentielle implication des voies de signalisation 
connues pour être dérégulées en aval de l’oncogène. Les expériences d’inhibition 
pharmacologique n’ont pas mis en évidence d’implication des voies des MAPK et de la 
PI3K/Akt (figure supplémentaire 2 de l’article). En revanche, l’inhibition de STAT5 par 
inhibiteur pharmacologique et par siRNA entraîne, à la fois, une phosphorylation de eIF-2α 





Ces résultats suggèrent que le facteur STAT5 est impliqué dans la régulation de la 
phosphorylation de eIF-2α et l’expression de CDC25A en aval de l’oncogène. 
 
Résultat 8 : STAT5 régule la phosphorylation du facteur eIF-2α et l’expression de CDC25A en aval de
JAK2V617F
(A) la lignée FDC-P1-EPOR-JAK2V617F est traitée pendant 1 heure avec le STAT5 inhibitor. L’expression
de CDC25A, P-eIF-2α, eIF-2α, P-STAT5 et STAT5 est analysée par western b lot. (B) STAT5 est inhibé
par siRNA dans la lignée FDC-P1-EPOR-JAK2V617F et l’expression de CDC25A P-eIF-2α, eIF-2α, et
STAT5 est analysée par western blot 8 heures après la transfection par nucléofection. Le niveau de β-actine
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Impact de l’inhibition de CDC25A sur la capacité des progéniteurs à former des colonies 
érythroïdes. 
Il n’existe pas à l’heure actuelle d’inhibiteur pharmacologique spécifique de CDC25A. 
Cependant, de nombreux inhibiteurs des CDC25 sont en développement. L’IRC-083864 est 
compté parmi les plus efficaces de ces inhibiteurs (Brezak et al., 2009). Ce composé a montré 
son efficacité chez la souris en diminuant la croissance tumorale induite par des xénogreffes 
de LNCaP, une lignée de tumeur de la prostate et MIA PaCa-2, une lignée de tumeur 
pancréatique. Il est actuellement testé en phase clinique de type II sous le nom de Debio 0931 
(Lavecchia et al., 2010). Nous avons testé l’impact de cet inhibiteur sur la capacité de 
progéniteurs CD34+ (normaux et de patients JAK2 mutés) à former des colonies érythroïdes 
(BFU-E) en méthylcellulose (résultat 9). 
 
L’IRC-083864 inhibe la formation des BFU-E de manière dose-dépendante dans les 
échantillons issus de patients portant la mutation (n=2). Dans les mêmes conditions, la 
croissance des BFU-E de donneurs sains (n=2) ou d’un patient atteint de polyglobulie 
secondaire (n=1) est peu affectée (résultat 9).  
 
Une des caractéristiques des NMP Philadelphie négatives classiques est la capacité des 
progéniteurs à former des colonies érythroïdes en absence d’EPO. Ces colonies sont nommées 
Figure 31 : Schéma récapitulatif de la régulation de CDC25A en aval de 
JAK2V617F suggérée par les résultats obtenus précédemment
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colonies érythroïdes endogènes (CEE). Or, l’impact de l’inhibition des CDC25 dans les 




Afin de confirmer que les effets observés sont bien la conséquence de l’inhibition de 
CDC25A, nous avons réalisé la même expérience en inhibant CDC25A de manière spécifique 
par siRNA (résultat 10 A). Nos résultats montrent que cette inhibition réduit également la 
capacité de progéniteurs de deux patients atteints de NMP JAK2 mutés à former des BFU-E. 
En revanche, la capacité des progéniteurs du troisième patient, tout comme des progéniteurs 
de donneurs sains, à former des BFU-E n’est que très peu affectée. En corrélation avec les 
résultats observés avec l’inhibiteur, l’effet de l’inhibition spécifique de CDC25A a également 
été retrouvé sur la capacité des progéniteurs de patients à former des CEE (Figure 7B de 
l’article, panel de droite). Enfin, l’inhibition spécifique de CD25A diminue également la 
croissance de progéniteurs de patients en milieu liquide (résultat 10 B).  
 
Notons également que le salubrinal qui, nous l’avons vu précédemment, inhibe eIF-2α   
et diminue l’expression protéique de CDC25A, inhibe la croissance de la lignée FDC-P1-
Résultat 9 : L’IRC-083864 diminue la capacité de progéniteurs possédant la mutation
JAK2V617F à former des colonies érythroïdes
Des progéniteurs issus de moelle de donneurs sa ins (DS) et de patients possédant la mutation
JAK2V617F (MV= Maladie de Vaquez, TE= thrombocythémie essentielle) sont mis en culture
en métylcellu lose à une concentration de 1.5 à 3.103 cellules/ml en présence d’IRC-083864.
Les colonies érythroïdes BFU-E sont comptées au bout de 14 jours. Les résultats sont
exprimés en pourcentage du contrôle non traité.









































EPOR-JAK2V617F et de progéniteurs de patients atteints de NMP possédant la mutation (figure 
5C de l’article). 
 
L’ensemble de ces résultats suggèrent une sensibilité accrue des progéniteurs de 
patients possédant la mutation vis-à-vis de l’inhibition de CDC25A et ouvre la perspective 
d’une fenêtre thérapeutique. 
 
 
Résultat 10 : l’inhibition spécifique de CDC25A par siRNA entraîne une diminution de
la capacité de progéniteurs de patients possédant la mutation JAK2V617F à former des
colonies érythroïdes
(A) Des progén iteurs CD34+ de 2 donneurs sains (SD) ou de patients atteints de maladie de Vaquez (MV)
(n=1) ou de myélofibrose primitive (MFP) (n=2) possédant la mutation JAK2V617F sont mis en culture
liquide sur la nuit et transfectés avec un siRNA dirigé contre l’ARNm de CDC25A un siRNA contrôle.
Sur le panel de gauche : l’efficacité du siRNA est évaluée 24h après la transfection par western blot par
l’analyse de l’expression protéique de CDC25A. Les western blots sont représentatifs des résultats
obtenus pour l’ensemble des échantillons testés. Sur le panel de droite : les progéniteurs (1,5 à 3.103
cellu les/ml) sont mis en culture en méthylcellulose en duplicat. Les colonies érythroïdes (BFU-E) sont
comptées après 14 jours de culture. Les résultats sont exprimés en comptage rapporté au nombre de
colonies obtenues pour le siRNA contrôle. (C) la croissance des progéniteurs mis en culture liquide dans
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D. Conclusion, discussion et perspectives 
 
En conclusion, cette étude a mis en évidence une dérégulation de CDC25A menant à 
sa surexpression dans les NMP JAK2V617F. Cette dérégulation fait intervenir le facteur de 
transcription STAT5 et une levée de la phosphorylation inhibitrice de eIF-2α menant à une 
augmentation traductionnelle de la phosphatase. De plus, l’inhibition de CDC25A dans les 
progéniteurs de patients portant la mutation diminue leur capacité à former des colonies 




Cependant ces observations soulèvent de nombreuses questions. 
 
 
Figure 32: Schéma récapitulatif des résultats obtenus
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Lien entre le facteur de transcription STAT5 et  la phosphorylation de eIF-2α 
Nos résultats suggèrent que JAK2V617F lève la phosphorylation inhibitrice du facteur 
d’initiation de la traduction cap-dépendante eIF-2α via l’activation de STAT5. Cependant, 
contrairement à la relation entre l’oncogène et STAT5 qui est aujourd’hui bien établie, le lien 
entre le facteur de transcription STAT5 et la phosphorylation de eIF-2α n’est pas connu.  
Des travaux antérieurs avaient déjà mis en évidence une régulation de la 
phosphorylation de eIF-2α par STAT5. En effet, la déplétion de STAT5 dans des 
érythroblastes induit une augmentation de la phosphorylation de la sérine 51 du facteur eIF-
2α. Cependant, le mécanisme de cette régulation n’est pas élucidé (Kerenyi et al., 2008). 
La régulation de la phosphorylation de eIF-2α implique, d’une part, les phosphatases 
PP1 et PP2A, et d’autre part, les kinases PKR, HRI, PERK et GCN2. Cependant, aucune 
donnée bibliographique ne suggère de régulation de ces acteurs par STAT5. Les possibilités 
de dérégulation de la phosphorylation de eIF-2α sont donc nombreuses (voir figure 33). Les 
principales hypothèses concernant cette dérégulation en vue des données bibliographiques 
sont présentées ci-dessous. 
 
• Hypothèses de régulation impliquant l’activité transcriptionnelle de STAT5 
STAT5 est un facteur de transcription mais son inhibition n’influence pas l’expression 
protéique de eIF-2α suggérant une régulation indirecte de eIF-2α. Nous avons donc émis 
l’hypothèse d’une augmentation de la transcription d’une phosphatase de eIF-2α, via STAT5 
en aval de l’oncogène. Cependant, nous n’avons pas trouvé de variation du taux protéique des 
phosphatases PP1 et PP2A suite à l’inhibition de l’activité de la voie JAK2V617F  - STAT5 
(résultat supplémentaire 1.1). 
Ces résultats suggèrent que l’action de STAT5 sur eIF-2α ne fait pas intervenir la 
régulation transcriptionnelle de PP1, ni de PP2A. 
Les phosphatases PP1 et PP2A sont en grande partie régulées par leur association avec 
des protéines régulatrices (Cohen, 2002). De plus, le salubrinal agit à la fois sur les complexes 
PP1/GADD34 et PP1/CreP (Boyce et al., 2005) (figure 29 page 80). La phosphorylation de 
eIF-2α en aval de JAK2V617F et STAT5 pourrait donc faire intervenir la régulation 
transcriptionnelle de GADD34 ou de CreP ou d’un autre complexe ciblé par le salubrinal non 






L’inhibition de l’activité de JAK2V617F dans la lignée FDC-P1-EPOR-JAK2V617F 
n’entraîne pas de diminution de l’expression GADD34 suggérant que la transcription de ce 
régulateur n’est pas non plus impliquée (résultat supplémentaire 1.1). L’analyse de 
l’expression de CreP pourrait nous donner des éléments de réponse quant à l’implication de ce 
régulateur. L’évaluation de l’implication d’un autre complexe nécessiterait des analyses 
protéomiques. 
 
L’expression de PKR est altérée dans certains cancers (Blalock et al., 2010). Une 
diminution de l’expression de cette kinase ainsi que de HRI, PERK et GCN2 en aval de la 
voie JAK2V617F/STAT5 est donc aussi envisageable. 
Les kinases PKR, HRI, GCN2 et PERK possèdent des sites de phosphorylation 
régulant leur activité. Akt peut ainsi inhiber l’activité de PERK en le phosphorylant sur 
thréonine 799 (Mounir et al., 2011). Une analyse prédictive de la phosphorylation de ces 
kinases révèle un grand nombre de sites de phosphorylation potentiels. STAT5 pourrait donc 
induire la transcription d’une protéine phosphorylant et inhibant ainsi une de ces kinases. 
 
Résultat supplémentaire 1.1: Analyse de l’expression protéique de PP1, PP2A et GADD34 suite à
l’inhibition de l’activité de JAK2V617F.
La lignée FDC-P1-EPOR-JAK2V617F est traitée durant 1h au JAK2 inhib itor II, un inhibiteur de JAK2,
et l’expression protéique de PP1, PP2A et GADD34, CDC25A, P-JAK2, JAK2, P-STAT5 et STAT5
















• Hypothèses de régulation indépendante de l’activité transcriptionnelle de 
STAT5 
Bien que les STATs soient des facteurs de transcription, des données bibliographiques 
suggèrent qu’ils peuvent agir indépendamment de leur activité transciptionnelle (Wong et al., 
2001), (Chaix et al., 2011). Dans ce sens, STAT1, un autre membre de la famille des STATs, 
interagit avec le domaine kinase de PKR et inhibe son activité kinase in vitro et chez la 
levure, indépendamment de son rôle d’activateur de la transcription, par un mécanisme encore 
indéterminé nécessitant l’interaction des deux protéines (Wong et al., 2001). De plus, la 
déplétion de STAT1 chez la levure entraîne une augmentation de l’activité de PKR qui 
devient 5 fois plus importante. On peut donc également penser à une action directe de STAT5 
sur l’activité d’une de ces kinases, de manière similaire à STAT1. De plus, les STATs 
peuvent tout aussi bien s’hétérodimériser que s’homodimériser. STAT5 pourrait donc agir en 
collaboration avec STAT1 ou un autre membre de sa famille.  
 
 
Figure 33: schéma récapitulatif des principales hypothèses de régulation 
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De plus, Su et al ont montré que JAK2 peut phosphoryler le domaine catalytique de 
PKR sur tyrosine in vitro (Su et al., 2007). On pourrait donc encore penser à une régulation 
impliquant une phosphorylation de PKR par JAK2 comme par exemple une compétition pour 
des sites d’interaction. 
 
Des expériences de déplétion par siRNA et d’analyse des interactions protéiques par 
immunoprécipitation et imagerie confocale ainsi que des tests d’activité kinase et phosphatase  
seraient nécessaires afin d’élucider ce mécanisme d’action. 
 
 
La déphosphorylation de eIF-2α observée en aval de l’oncogène est-elle suffisante pour 
entraîner une augmentation de la traduction ? 
Les données bibliographiques montrent qu’une faible variation de la phosphorylation 
du facteur eIF-2α suffit pour entraîner une modification de la traduction des ARNm en 
protéines (Wek et al., 2006). Nous pouvons par conséquent supposer que la 
déphosphorylation observée en aval de JAK2V617F est suffisante pour entraîner une 
augmentation de la traduction. Cependant, afin de répondre à cette question, des expériences 
complémentaires sont nécessaires telles qu’une analyse comparative du profil global de la 
traduction en aval de la lignée FDC-P1-EPOR JAK2WT et de la lignée FDC-P1-EPOR 
JAK2V617F ainsi qu’après une inhibition de l’activité de JAK2V617F. L’analyse du profil global 
de la traduction pourra être évaluée par la technique SUnSET, une technique non-radioactive 
mise en place récemment (Schmidt et al., 2009). Dans cette technique, les cellules sont 
incubées avec de la puromycine, un antibiotique qui se fixe aux peptides néosynthétisés, et 
son incorporation est révélée par western blot à l’aide d’un anticorps anti-puromycine. 
 
Lien entre eIF-2α et CDC25A 
Nos résultats suggèrent un lien entre la phosphorylation sur sérine 51 de eIF-2α et 
l’expression de CDC25A. Dans le seul travail ayant mis en évidence ce mode de régulation, 
les auteurs suggèrent qu’un composé entraînant un stress oxydatif (le SNCEE) inhibe la 
traduction de CDC25A via la phosphorylation du facteur eIF-2α, favorisant ainsi une réponse 
apoptotique (Tomko and Lazo, 2008). Une autre étude menée par Matthieu Lemaire et ses 
collègues montre une régulation traductionnelle d’un autre membre de la famille des CDC25, 
CDC25B, via la phosphorylation de eIF-2α en réponse aux rayonnements ultra-violets 
(Lemaire et al., 2010). Cependant, le lien entre la phosphorylation de eIF-2α et la traduction 
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de CDC25A, même s’il est fortement suggéré, n’a jamais vraiment été démontré. Dans notre 
étude, des expériences supplémentaires seraient nécessaires afin de renforcer ce lien, 
notamment l’introduction d’une forme non phosphorylable de eIF-2α en parallèle de 
l’inhibition de STAT5 et l’analyse de l’interaction de eIF-2α avec l’ARNm de CDC25A. Il 
serait également intéressant d’évaluer l’état de phosphorylation de eIF-2α dans les coupes de 
moelles testées en immunohistochimie dans nos travaux ainsi que dans des précurseurs de 
patients et des échantillons de souris par western blot, comme nous l’avons fait pour 
CDC25A. 
 
Comment peut-on expliquer la variabilité inter-patient concernant la surexpression de 
CDC25A 
Nous n’avons pas retrouvé de surexpression de CDC25A dans un des échantillons de 
progéniteurs/précurseurs CD36+ de patient testés (Figure 2A de l’article) alors que les 
analyses de discrimination allélique montrent un rapport JAK2V617F/JAK2WT élevé pour cet 
échantillon. Cependant, ce rapport analysé au niveau de l’ADN, ne nous donne pas 
l’expression protéique de l’oncogène ni son activité. Cette variabilité peut donc être la 
conséquence d’une différence du taux d’activité de JAK2V617F dans les cellules. Aussi, ces 
cellules pourraient avoir d’autres altérations de la signalisation cellulaire régulant 
négativement l’expression de CDC25A. De plus, il est possible que le patient pour lequel 
nous n’observons pas de surexpression de CDC25A au niveau des cellules CD36+ possède 
une surexpression de la phosphatase dans un autre compartiment cellulaire. 
Le nombre peu élevé d’échantillons ne nous permet pas de corréler la surexpression de 
CDC25A à un pronostic ou d’autres caractéristiques de ces pathologies, ni d’évaluer la 
fréquence de surexpression de CDC25A dans le cas des NMP positives pour JAK2V617F. 
 
Fonction de CDC25A en aval de JAK2V617F 
Nos études ont été réalisées sur des lignées cellulaires mais également sur des cellules 
de patients. Dans les NMP Philadelphie négatives, la recherche de la mutation JAK2V617F est 
effectuée au diagnostic sur le sang, les prélèvements de moelle osseuse étant exceptionnels et 
ne concernant que les cas de diagnostic difficile JAK2V617F négatifs. Nous avons donc été 
limités dans notre étude quant au rôle exact de CDC25A. 
Dans nos travaux, nous observons une surexpression de CDC25A dans les cellules 
JAK2V617F notamment au niveau des précurseurs myéloïdes. Divers travaux suggèrent que la 
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présence de la mutation JAK2V617F entraîne une amplification myéloïde terminale et qu’elle 
favorise la transition G1/S (Dupont et al., 2007), (Anand et al., 2011), (Bruchova et al., 2009). 
Etant donné le rôle de CDC25A dans la transition G1/S, on peut supposer que sa 
surexpression participe à l’effet oncogénique de JAK2 en favorisant la prolifération cellulaire. 
Cette hypothèse est appuyée par le fait que l’inhibition de CDC25A par siRNA dans la lignée 
FDC-P1 possédant l’oncogène entraîne une diminution de la prolifération cellulaire (résultat 
supplémentaire 1.2). 
L’inhibition de CDC25A dans les cellules CD34+ portant la mutation inhibe le nombre 
de BFU-E suggérant un rôle de CDC25A dans l’érythropoïèse précoce. De plus, le suivi de la 
croissance des cellules par comptage au bleu trypan montre un effet rapide de l’inhibition de 
CDC25A sur les CD34+ de patients, qui n’est pas compensé par la suite, ce qui pourrait 
expliquer pourquoi cette inhibition transitoire entraîne un effet visible à long terme (le 





On note cependant que, parmi les patients testés, le potentiel clonogénique de cellules 
CD34+ d’un patient n’est pas affecté par l’inhibition de CDC25A. Cette absence de réponse 
Résultat supplémentaire 1.2 : impact de l’inhibition de CDC25A dans
la lignée FDC-P1-EPOR-JAK2V617F
La lignée FDC-P1-EPOR-JAK2V617F est transfectée par du siRNA dirigé contre
l’ARNm de CDC25A ou avec un siRNA contrôle (Accel smartpool siRNA,
Daharmacon Chicago, USA). Après une incubation de 72h, une partie des cellules
est récupérée et lysée. L’expression protéique CDC25A STAT5 est analysée par
western blot. Le niveau d’expression de la β-actine est utilisé comme contrôle. Une
autre partie des cellu les est soumise à un test de prolifération par incorporation de
BrdU. Les cellu les sont incubées pendant 1h avec du BrdU (10µM), puis f ixées à
l’éthanol à 70% froid durant 20 min. L’incorporation de BrdU est ensuite détectée à
l’aide du kit « BrdU staining k it » de chez BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ,
USA) suivant les recommandations du fournisseur. La fluorescence est analysée par
cytométrie en flux (BDLSRII, Becton Dickinson, Le Pont-De-Claix, France).
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pourrait être due à une absence de surexpression de la phosphatase chez ce patient, une 
fenêtre de temps d’inhibition de la phosphatase moins importante ou encore à la présence 
d’une altération supplémentaire de voies de signalisation entraînant une résistance à la 
déplétion de CDC25A. 
L’inhibition spécifique de CDC25A n’a qu’un très faible impact sur la capacité des 
progéniteurs sains à former des colonies érythroïdes. Ce phénomène surprenant est souvent 
observé lorsqu’on inhibe les CDC25 dans les cellules possédant une surexpression d’une ou 
plusieurs de ces phosphatases. On note par exemple que les cellules d’adénocarcinome du 
colon HCT116 ou les lignées d’adénocarcinome pancréatiques qui expriment un niveau plus 
important de CDC25B sont plus sensibles aux inhibiteurs de CDC25 (Boutros et al., 2007), 
(Guo et al., 2004). Nous avions déjà retrouvé une sensibilité plus importante vis-à-vis de 
l’IRC-083864 de lignées cellulaires possédant l’oncogène NPM-ALK surexprimant CDC25A 
en comparaison à des lignées contrôles. Cependant, nous n’avons pas pu comparer le niveau 
d’expression de CDC25A dans les progéniteurs CD34+ de patients portant la mutation à ceux 
de donneurs sains en raison d’une trop faible quantité de progéniteurs obtenus après le tri 
cellulaire. Cette analyse pourrait nous permettre de savoir si une surexpression de la 
phosphatase dans ces échantillons pourrait expliquer ce différentiel. Ce phénomène pourrait 
également être lié à une fonction différente de CDC25A dans les cellules mutées. 
Enfin, en plus de favoriser la prolifération cellulaire, la surexpression de CDC25A 
pourrait aussi participer à l’instabilité génomique observée dans les NMP par l’abrogation du 
point de contrôle G1/S, protéger les cellules contre l’apoptose induite par certains stress ou 
modifier la communication des cellules avec leur environnement. Ce sont des hypothèses 
qu’il serait également intéressant de tester. 
 
Implication de eIF-2α en aval de JAK2V617F 
 La phosphorylation sur sérine 51 du facteur de traduction eIF-2α est la cible de 
nombreux stress (tels que des infections virales, la déplétion en hème et le stress osmotique ou 
dû à la chaleur, la carence en acides aminés ou encore les UV et l’hypoxie). Il est également 
intéressant de noter que des données bibliographiques suggèrent une implication de ce facteur 
dans la transition G1/S face à ce stress. Par exemple, l’arrêt en G1 entraîné par l’hypoxie peut 
être inhibé par l’abolition de la phosphorylation de eIF-2α induite par ce stress (Liu et al., 
2010). Il en est de même du délai de réplication de l’ADN entrainé par les UV (Tvegard et al., 
2007). De plus, nos résultats suggèrent que eIF-2α est un régulateur positif de CDC25A. 
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On peut donc penser que la déphosphorylation de eIF-2α puisse conférer aux cellules 
possédant JAK2V617F une résistance à certains stress et ainsi un avantage de croissance. Dans 
ce sens, la mutation JAK2V617F confère aux cellules une résistance au TNFα alors qu’elle 
réduit la capacité clonale des progéniteurs sains, suggérant qu’un microenvironnement riche 
en TNFα pourrait favoriser une sélection du clone muté (Fleischman et al., 2011) , or le taux 
de cytokines pro-inflammatoires, dont le TNFα, est élevé dans les NMP. D’autre part, 
l’apoptose induite par le TNFα corrèle avec l’augmentation de la phosphorylation de eIF-2α et 
l’expression d’une forme non phosphorylable de ce facteur protège partiellement les cellules 
contre cette apoptose (Srivastava et al., 1998). On peut donc imaginer que la levée de la 
phosphorylation de eIF-2α puisse participer à la résistance au TNFα observée en aval de 
l’oncogène.  
De plus, des données bibliographiques montrent que la déplétion de GADD34, cible 
du salubrinal, entraîne une anémie chez la souris avec une réduction du taux d’érythroblastes 
tardifs au niveau du foie fœtal (Harding et al., 2009) et ce phénomène est en grande partie 
contrecarré par l’introduction d’une forme mutée non phosphorylable de eIF-2α. 
 
L’ensemble de ces résultats nous mènent à penser que eIF-2alpha pourrait participer à 
l’expansion clonale observée dans les NMP possédant la mutation JAK2V617F en conférant aux 
cellules, et notamment celles de la lignée érythroïde, un avantage de croissance face à certains 
stress, entre autre en favorisant la transition G1/S. 
 
 Une analyse plus approfondie de la fonction de eIF-2α en aval de JAK2V617F pourra 
donc nous permettre de savoir si ce facteur pourrait être impliqué dans la réponse au stress des 
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MYELOID NEOPLASIA
The cell cycle regulator CDC25A is a target for JAK2V617F oncogene
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The JAK2V617F mutation is present in the
majority of patients with polycythemia
vera and one-half of those with essential
thrombocythemia and primary myelofibro-
sis. JAK2V617F is a gain-of-function muta-
tion resulting in constitutive JAK2 signal-
ing involved in the pathogenesis of these
diseases. JAK2V617F has been shown to
promote S-phase entry. Here, we demon-
strate that the CDC25A phosphatase, a
key regulator of the G1/S cell-cycle tran-
sition, is constitutively overexpressed
in JAK2V617F-positive cell lines, JAK2-
mutated patient CD361 progenitors, and
in vitro–differentiated proerythroblasts.
Accordingly, CDC25A is overexpressed
in BM and spleen of Jak2V617F knock-in
mice compared with wild-type litter-
mates. By using murine FDC-P1–EPOR
and human HEL and SET-2 cell lines, we
found that JAK2V617F-induced CDC25A up-
regulation was caused neither by in-
creased CDC25A transcription or stability
nor by the involvement of its upstream
regulators Akt and MAPK. Instead, our
results suggest that CDC25A is regulated
at the translational level through STAT5
and the translational initiation factor
eIF2a. CDC25A inhibition reduces the
clonogenic and proliferative potential of
JAK2V617F-expressing cell lines and ery-
throid progenitors while moderately af-
fecting normal erythroid differentiation.
These results suggest that CDC25A de-
regulation may be involved in hemato-
poietic cells expansion in JAK2V617F pa-
tients, making this protein an attracting
potential therapeutic target. (Blood. 2012;
119(5):1190-1199)
Introduction
A unique somatic mutation, JAK2V617F, recently was described in
myeloproliferative neoplasms (MPNs), including polycythemia
vera (PV), essential thrombocythemia (ET), and primary myelofi-
brosis (PMF).1-4 This mutation promotes cytokine independence in
cell lines and is sufficient to induce MPNs in mouse models,
suggesting that it represents a major molecular event in the
pathogenesis of these diseases.5,6 At the molecular level, JAK2V617F
leads to JAK2 tyrosine kinase autophosphorylation and constitutive
activation of downstream cell signaling pathways, including STAT,
MAPK/Erk, and PI3K.1,4 Although these pathways are known to be
involved in cell proliferation and survival, the link between
JAK2V617F and hematopoietic cell expansion remains not entirely
understood.
JAK2V617F has been shown to promote G1/S cell cycle transition
in parallel with p27kip1 down-regulation and cyclin D2 induction in
HEL and Ba/F3-EPOR cell lines.7,8 Cell cycle progression is
controlled by cyclin/cyclin-dependent kinase (CDK) complexes
that are inactive when phosphorylated. One of the key regulators of
the G1/S transition is CDC25A, a member of the CDC25 dual
(Tyr/Thr) specificity phosphatase family. The CDC25 enzymes
stimulate cell proliferation by dephosphorylating the 2 inhibitory
residues of CDK1 and CDK2.9 The main target of CDC25A is the
cyclin E– or cyclin A–associated CDK2, whose activation is
necessary for both the full completion of the G1 phase and DNA
synthesis activation. It has been shown that CDC25A expression
can be regulated by transcriptional factors such as E2F-1,10
c-myc,11 and STAT3.12 Moreover, the posttranslational down-
regulation of CDC25A in response to genotoxic stress by the
ubiquitin-dependent proteasomal degradation pathway has been
greatly documented.13 This degradation involves CDC25A phos-
phorylation by different kinases, including CHK1, CHK2, p38
MAPK,14 and GSK3b,15 but can be counteracted by deubiquityla-
tion by Dub3.16
Up-regulation of CDC25A has been reported in various solid
cancers, in which it is frequently correlated with a poor prognosis.9
Moreover, the authors of recent studies confirmed a role of
CDC25A in oncogene-dependent tumorigenesis in mice.17,18 Previ-
ously, we have established that CDC25Ais up-regulated downstream of
integrins in acute myeloid leukemia19 and thus participates in leukemic
cell proliferation induced by their adhesion to fibronectin. More recently,
we described CDC25A overexpression in cells expressing different
tyrosine kinase oncogenic products such as NPM-ALK (present in
70% of anaplastic large cell lymphomas), BCR-ABL (responsible
for chronic myeloid leukemia), and FLT3-ITD (a mutated form of
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the FLT3 receptor found in 30% of patients experiencing acute
myeloid leukemia).20 As far as NPM-ALK is concerned, we have
reported that CDC25A regulation involves both transcriptional and
posttranslational mechanisms downstream of the PI3K/Akt
pathway.20
Whether CDC25A is a target for JAK2V617F had never been
documented. This question could be of high interest in the light of
the preparation of potent CDC25 inhibitors.9,21,22 One of them,
IRC-083864, is entered in clinical trial phase 2 under the name of
Debio 0931.22 In this study, we show that JAK2V617F expression
results in enhanced CDC25A expression and that CDC25 inhibition
leads to a dramatic reduction of JAK2V617F erythroid progenitor
proliferation.
Methods
Cell lines culture and treatment
Murine JAK2WT- and JAK2V617F-expressing FDC-P1-EPOR, human eryth-
roleukemia HEL (expressing JAK2V617F; ATCC), and SET-2 (expressing
both JAK2V617F and JAK2WT) cell lines were cultured in RPMI medium
supplemented with 10% fetal FBS (Invitrogen) and 1 IU/mL human
recombinant erythropoietin (EPO) for JAK2WT-expressing cells. Murine
JAK2WT- and JAK2V617F-expressing BA/F3-EPOR cells were cultured in
DMEM supplemented with 10% FBS and 1 IU/mL EPO for JAK2WT-
expressing cells.
For inhibition of signaling pathways, cells were preincubated with
AG490, JAK2 inhibitor II, STAT5 inhibitor, salubrinal, or cycloheximide
(Calbiochem). IRC-083864 was synthesized by IPSEN (Biomeasure), as
described previously.21
Patient samples
BM samples from JAK2V617F-positive and JAK2WT patients were obtained
after informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki and
stored at the HIMIP collection, at the Tumorothe`que Cancer-Est, and at the
hematologic malignancies tissue bank, an institutional review board–
approved protocol at the University of Pennsylvania. According to the
French law, HIMIP collection has been declared to the Ministry of Higher
Education and Research (DC 2008-307 collection 1) and obtained a transfer
agreement (AC 2008-129) after approbation by ethical committees (Comite´
de Protection des Personnes Sud-Ouest et Outremer II and APHP ethical
committee). Clinical and biologic annotations of the samples from French
laboratories have been declared to the CNIL (Comite´ National Informatique
et Liberte´s).
Purification of CD361 cells and CD341 cells
Mononuclear cells were purified from BM by Ficoll-Hypaque density
gradient centrifugation. Next, CD361 cells were obtained by positive
selection on magnetic beads (Miltenyi Biotec) after incubation with an
anti-CD36 antibody (Beckman Coulter). The purity of recovered cells was
always . 97% as determined by cytometry.
Purification of CD341 cells was performed by magnetic positive
selection (StemCell Technologies) in accordance to the manufacturer’s
recommendation. The purity of recovered cells was always . 95% as
determined by flow cytometry. The presence of JAK2V617F mutation was
determined by allelic discrimination as previously described.23
Mouse BM and spleen lysates
Mouse BM and spleen cells were isolated from Jak2V617F knock-in (KI)
animals and wild-type (WT) littermates, as previously described,6 counted,
and lysed in Laemmli buffer.
Immunohistochemistry
BM samples were fixed in 10% buffered formalin or in Duboscq-Brazil
(alcohol-based Bouin), embedded in paraffin, and processed for routine
histopathologic examination. Then, 3-mm-thick sections were stained with
H&E. For immunohistochemical examination, paraffin sections (3-gm-
thick sections) were rehydrated and subjected to microwaving (750W at
6 minutes) with the use of 1 mmol/L EDTA buffer, pH 8, as the antigen
retrieval solution. Then, 3-mm-thick sections were tested with a TechMate
(Glostrup). The panel included antibodies directed against CDC25A
(polyclonal; Santa Cruz Biotechnology). Staining was performed on
CDC25A and detected with a Leica DMR microscope (Rueil-Malmaison
and IM50 software; Leica).
Western blot
Western blotting was performed via the use of the following primary
antibodies: anti-CDC25A (F6), anti-CDC25C (C20), and anti-Cyclin A
(C19 and BF683; Santa Cruz Biotechnology); anti-p27 (BD Biosciences
Pharmingen); anti–phospho-Akt (Ser 473), anti-Akt, anti–phospho-STAT5
(Tyr694), anti-STAT5, anti–phospho-JAK2 (Tyr1007/1008), anti-JAK2,
anti-Erk, anti–phospho-eIF-2a (ser 51), and anti–eIF-2a (Cell Signaling
Technologies); anti–phospho-ERK and anti-a tubulin (Sigma-Aldrich); or
anti–b-actin (Lab Vision). Quantifications were performed with the use of
Quantity One Software.
Cell cycle analysis
Cells were labeled with 10mM BrdU for 1 hour, washed with PBS, and
fixed in cold 70% ethanol for 20 minutes. BrdU detection was performed
with the BrdU staining kit from BD Pharmingen and cell cycle distribution
with a 30-minute propidium iodide staining (Invitrogen). Fluorescence was
analyzed on a BDLSRII cytometer (BD Biosciences).
SiRNA transduction
The FDC-P1-EPOR-JAK2V617F cell line was transfected with the Amaxa
nucleofection technology (Amaxa). Cells (2 3 106) were resuspended in
100 mL of Amaxa solution L. Specific STAT5A and STAT5B siRNA
(2 3 30 pmol; ON-TARGETplus SMARTpool, mouse STAT5A and
STAT5B; Dharmacon) or negative control (60 pmol; AllStars Negative
Control siRNA; QIAGEN) were added, and cells were transfected with the
nucleofector device (program D-17). Cells were subsequently resuspended
in normal culture medium at a concentration of 3 3 105 cells/mL. Twelve
hours after transfection, cells were counted (trypan blue staining), and
Western blotting was performed.
CD341 cells were sorted as previously described, cultured overnight in
erythroid differentiation culture medium previously described, and nucleo-
fected with the use of Amaxa nucleofection technology. Cells (3.4 3 105 to
2.1 3 106) were resuspended in 100 mL of Amaxa Human CD341 Cell
Nucleofector solution. Specific CDC25A-siRNA (Hs_CDC25A_9 Flexi-
Tube siRNA; QIAGEN) or a siRNA-negative control (30 pmol; AllStars
Negative Control siRNA; QIAGEN) were added and cells were transfected
by the use of program U-08. CD341 cells were then resuspended in IMDM
10% FBS. Cells (3 3 104 per dish) were immediately plated in duplicate in
methylcellulose. The other cells were cultured in erythroid differentiation
culture medium, counted (trypan blue staining) 24 hours after transfection,
and controlled for transfer efficiency.
Clonogenic assays
Fresh human BM CD341 cells were plated in duplicate between 1500 and
3000 cells per dish culture in H4431 StemCell Technologies methylcellu-
lose medium. IRC-083864 was initially added at the correct concentration
in the culture medium. Erythroid colonies were scored at day 14.
Amplification of erythroid progenitors
CD341 cells were cultured in IMDM supplemented with 10% FBS,
50 ng/mL recombinant human SCF, 10 ng/mL IL-3 (R&D systems), and
1 U/mL EPO. Erythroid differentiation was followed by May Grunwald
Giemsa staining and analysis of CD34, CD36, and GPA expression by flow
cytometry (BDLSRII cytometer; BD Biosciences).
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Statistical analysis
Results are expressed as mean value 6 SD. Statistical analysis of the data
was performed by the Student t test or the Mann-Whitney U test with the
SigmaStat 3.0 software (SPSS). Differences were considered as significant
for P values , .05, *P , .05, **P , .01.
Results
CDC25A is over- and constitutively expressed in
JAK2V617F-positive cell lines
The FDC-P1 cell line was transduced to coexpress the EPOR with
either JAK2V617F or JAK2WT. JAK2V617F cells were grown in the
absence of EPO, whereas EPO was added in the culture medium of
JAK2WT cells. Although JAK2 expression was similar in the 2 cell
lines, CDC25A protein level was significantly greater in JAK2V617F
cells than in JAK2WT (Figure 1A). In contrast, protein and
phosphorylation levels of Akt, STAT5, or Erk were not influenced
by JAK2V617F in these culture conditions. Because CDC25A
expression is cell cycle dependent, we compared cell cycle
distribution and BrdU incorporation rates in the 2 cell lines (Figure
1B). No significant difference in JAK2V617F or JAK2WT cells was
found, suggesting that modified CDC25A protein levels was cell
cycle–independent.
We next investigated the influence of EPO in CDC25A
regulation. In JAK2V617F cells, the addition of EPO changed neither
CDC25A level nor the protein and phosphorylation levels of JAK2,
Akt, STAT5, or Erk (Figure 1A). Similarly, serum starvation did
not decrease CDC25A protein expression in these cells (data not
shown). By contrast, EPO deprivation resulted in a dramatic
reduction of CDC25A protein level in JAK2WT cells. The phosphor-
ylation of Akt, STAT5, and Erk was also reduced in these
conditions (Figure 1A). These results suggest that not only
CDC25A is a target for EPO signaling in nonmutated JAK2
expressing cells but also that JAK2V617F could substitute for
EPO-mediated CDC25A regulation. This EPO- and JAK2V617F-
dependent regulation of CDC25A was confirmed in another
cellular model, BA/F3 cells coexpressing the EPOR and the WT
and V617F forms of JAK2 (Figure 1C).
Myeloproliferative leukemia virus oncogene (MPL; or thrombo-
poietin receptor) W515L mutations have been described in 5%-
10% of PMF and 1%-3% ET cases. In vitro effects of MPLW515L are
similar to those of JAK2V617F, triggering spontaneous MPL and
JAK/STAT pathway activation and accelerating G1/S transition.24
In consequence, we tested the status of CDC25A protein expression
downstream of this mutated receptor. BA/F3-MPLWT cells were
grown in the presence of TPO, whereas BA/F3-MPLW515L ones
were independent of TPO. As shown in supplemental Figure 1
(available on the Blood Web site; see the Supplemental Materials
link at the top of the online article), the status of CDC25A protein
expression observed in BA/F3-MPLW515L was similar to that
described in BA/F3 JAK2V617F cells. These results show constitu-
tive up-regulation of CDC25A downstream of JAK2V617F and
MPLW515L oncogenes.
CDC25A is overexpressed in human and murine
JAK2V617F-expressing primary cells
We next investigated whether JAK2V617F could influence CDC25A
levels in primary murine and human hematopoietic cells. First, we
examined CDC25A expression in human CD361-purified marrow
cells issued from 4 JAK2V617F-positive patients and 3 healthy
donors (Figure 2A). Among these, all patients but one displayed
CDC25A overexpression compared with healthy donors. These
results were confirmed by immunohistochemistry on BM biopsies
of JAK2V617F patients (3 PV, 1 ET), where CDC25A was found
overexpressed in megakaryocytes and erythroblasts (Figure 2B).
We next estimated the expression of CDC25A protein during
erythroid differentiation in liquid culture in both normal and
JAK2V617F marrow cells. Purified CD341 cells from healthy donors
and JAK2V617F-positive patients were cultured in liquid medium in
Figure 1. CDC25A is overexpressed and constitutively expressed in JAK2V617F-
positive cell lines. (A) JAK2, STAT5,Akt, and Erk phosphorylation and protein levels
were analyzed by Western blotting in FDC-P1–EPOR-JAK2WT and FDC-P1–EPOR-
JAK2V617F cells. S indicates steady-state culture conditions; 2, 12 hours of EPO
deprivation; 1, 12 hours of EPO restimulation (10 IU/mL). b-actin was used as a
loading control. Western blots are representative of 3 independent experiments.
Vertical lines have been inserted to indicate a repositioned gel lane. (B) Cell cycle
distribution of JAK2WT and JAK2V617F-expressing FDC-P1–EPOR cells was analyzed
by BrdU and propidium iodide costaining under normal culture conditions. Results are
representative of 3 independent experiments. (C) Western blot analysis of CDC25A
protein level in JAK2WT- and JAK2V617F- expressing BA/F3-EPOR cells. S indicates
steady-state culture conditions;2, 12 hours of EPO deprivation;1, 12 hours of EPO
restimulation (10 IU/mL). b-actin was used as a loading control. Western blots are
representative of 3 independent experiments.
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conditions inducing their differentiation as described in the Meth-
ods. CDC25A expression was analyzed at the proerythroblast
stage. At day 7, morphology (data not shown) and cytometry
analysis (Figure 2C) revealed that CD361GPA1 proerythroblasts
represented approximately 75% of cultured cells in both normal
and JAK2V617F cells. At this stage, CDC25A was clearly overex-
pressed in JAK2V617F cells compared with healthy donor cells.
Finally, we took advantage of our new model of KI mice
expressing JAK2V617F to confirm these results. As we recently
reported, these mice displayed splenomegaly and spleen myeloid
metaplasia, with the percentage of erythroblasts in this tissues
being as high as 60%.6 Thus, BM and spleen from 4 Jak2V617F and
3 control littermates were analyzed by Western blot for CDC25A
expression. Mice were from 2 to 6 months of age in each group. As
shown in Figure 2D, CDC25A protein level was greater in both
spleen and BM cells expressing JAK2V617F compared with controls
expressing JAK2WT. Altogether, these data show up-regulation of
CDC25A in JAK2V617F cells, suggesting a potential link between
the JAK2V617F oncogene and CDC25A protein expression level.
JAK2 kinase activity is required for CDC25A up-regulation
The JAK2V617F kinase has been shown to promote G1/S
transition in the HEL cell line.7 To understand the functional
link between JAK2V617F and cell cycle progression, we assessed
the expression of CDC25A and other cell cycle regulators
known to be molecular targets of oncogenic signaling pathways.
We conducted Western blot analysis of p27Kip1, cyclin A, and
CDC25A in response to JAK2 inhibition by AG490 in FDC-P1
cell lines expressing either JAK2WT or JAK2V617F and in the
human JAK2V617F-expressing SET-2 and HEL cell lines. Treat-
ment with AG490, leading to JAK2 and STAT5 phosphorylation
inhibition, resulted in a rapid decrease in CDC25A protein
expression in JAK2V617F cells (Figure 3A-B right), without
modifications of p27Kip1 and cyclin A levels (Figure 3B left).
Similar effects were observed with another more specific JAK2
kinase inhibitor (JAK2 inhibitor II; Figure 3C). Because we did
not observe major reproducible modifications of cell prolifera-
tion or survival on 1 hour of treatment with these inhibitors
(data not shown), we conclude that JAK2V617F-dependent
CDC25A regulation is cell cycle and cell death independent.
Interestingly, PI3K/Akt and Erk activities known to be up-
regulated downstream of JAK2V617F and involved in CDC25A
regulation in other models remained unchanged after AG490
treatment (supplemental Figure 2A). Moreover, their respective
inhibitions had no influence on CDC25A expression in FDC-P1-
EPOR-JAK2V617F (supplemental Figure 2B-C). These results
Figure 2. CDC25A is overexpressed in JAK2V617F-
positive primary cells. (A) CDC25A expression was
analyzed byWestern blot in CD361 cells purified from the
BMof 4 JAK2V617F-positive patients (PV, ET) and 3 healthy
donors (HD). (B) Paraffin-embedded BM biopsies from
3 JAK2V617F-positive PV patients, 1 JAK2V617F-positive
ET patient, and 2 HDs were subjected to an immunohisto-
chemical staining for CDC25A. Pictures representative of
JAK2V617F-positive and control BM biopsies are shown.
(C) Purified CD341 cells from a JAK2V617F-positive PV
patient, 2 JAK2V617F-positive ET patients, and 2 represen-
tative healthy controls (HD) were grown in liquid erythroid
differentiation medium. Cells were harvested at day 7,
corresponding to a proerythroblast stage, and subjected
to a Western blot analysis for CDC25A (left). The pres-
ence of CD36 and GPA markers was visualized by flow
cytometry (right). (D) BM (left) and spleen lysates (right)
from 3 WT and 4 Jak2V617F KI mice were subjected to
Western blot analysis for CDC25A. CDC25A expression
in BA/F3 JAK2V617F cell line was used as molecular
weight control. b-actin or a-tubulin levels were used as
control.
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indicate that the JAK2V617F oncogene influences CDC25A
protein expression through its kinase activity.
CDC25A is not regulated at the mRNA level downstream of
JAK2V617F
We then asked whether CDC25A transcript levels were modified
on JAK2V617F inhibition. By using quantitative PCR (supplemen-
tal Figure 3A), we found that FDC-P1–EPOR-JAK2V617F cells
did not display greater CDC25A mRNA levels compared with
FDC-P1–EPOR-JAK2WT. Furthermore, whereas treatment with
AG490 resulted in a dramatic decrease in CDC25A protein
expression in JAK2V617F-expressing cells (Figure 3B), no de-
crease in CDC25A mRNA transcripts was found in FDC-P1–
EPOR-JAK2V617F, HEL, and SET2 cells (supplemental Figure
3B). These data show a decoupling between CDC25A protein
and mRNA levels in JAK2V617F expressing cells, suggesting that
in these cells, CDC25A is regulated through a translational or a
posttranslational mechanism.
Translational regulation of CDC25A by JAK2V617F
First, we investigated whether expression of JAK2V617F could affect
the stability of the CDC25A protein. For this purpose, FDC-P1–
EPOR-JAK2V617F and FDC-P1–EPOR-JAK2WT cells were incu-
bated with the protein synthesis inhibitor cycloheximide, and
CDC25A protein expression was measured by Western blot. As
shown in Figure 4A, CDC25A degradation was similar in the 2 cell
lines, with an estimated half-life of approximately 20 minutes, a
value expected from previous studies.25 By contrast, when cyclohex-
imide was removed, CDC25A was re-expressed faster and at a
greater magnitude in JAK2V617F cells, compared with JAK2WT cells
(Figure 4B), indicating that CDC25A protein synthesis was greater
downstream of JAK2V617F. These data suggest that JAK2V617F
facilitates CDC25A synthesis without influencing its stability.
Translational regulation of CDC25A by the eIF2a pathway
Protein synthesis is controlled by different translation regula-
tors, among which eIF2a plays an important role in cap-
dependent translation initiation.26 Furthermore, a role for eIF2a
in CDC25A synthesis regulation has been recently described.27
The function of eIF2a is regulated by phosphorylation on ser 51,
which results in eIF2a sequestration and subsequent loss of
function.28 Thus, we investigated the status of eIF2a phosphory-
lation downstream of JAK2V617F.
Figure 3. JAK2 activity is required for CDC25A up-
regulation. (A) JAK2V617F-expressing FDC-P1 EPOR
cells were treated with AG490 (50mM), an inhibitor of
JAK2, harvested at indicated time, and subjected to
Western blot analysis for CDC25A. (B) Left, JAK2WT and
JAK2V617F-expressing FDC-P1 EPOR, HEL, and SET-2
cell lines were treated with AG490 (50mM, 1 hour) and
subjected to Western blot analysis for the cell cycle
regulators CDC25A, p27Kip1, cyclin A, and CDC25C.
Right, Western blot analysis of P-STAT5, STAT5, P-JAK2,
and JAK2 was performed in JAK2V617F-expressing
FDC-P1 EPOR cell lines in response to AG490 treat-
ment. (C) Left: JAK2V617F-expressing FDC-P1–EPOR
and HEL cell lines were treated with JAK2 inhibitor II
(50mM, 1 hour), an inhibitor of JAK2, and subjected to
Western blot analysis for CDC25A. Right: Western blot
analysis of P-STAT5, STAT5, P-JAK2, and JAK2 was
performed in JAK2V617F-expressing FDC-P1 EPOR cell
lines in response to JAK2 inhibitor II treatment. b-actin
levels were used as control. Western blots are represen-
tative of at least 3 independent experiments.
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We first compared eIF2a phosphorylation level in JAK2WT
and JAK2V617F cells, in the presence or the absence of JAK2
inhibitors (AG490 or JAK2 inhibitor II) for 1 hour. As shown in
Figure 5A, eIF2a ser51 phosphorylation was lower in JAK2V617F
compared with JAK2WT cells and was restored by the JAK2
inhibitor AG490 and JAK2 inhibitor II, demonstrating for the
first time that eIF2a is indirectly regulated by JAK2V617F. To
investigate the link between eIF2a and CDC25A in JAK2V617F
cells, we used salubrinal, a compound that inhibits the function
of eIF2a by interfering with ser 51 dephosphorylation. As
shown in Figure 5B, treatment with salubrinal resulted in a
concomitant increase of eIF2a ser51 phosphorylation and a
decrease in CDC25A protein level, thus establishing a correla-
tion between CDC25A expression and eIF2a phosphorylation
profile. Importantly, the proliferation of FDC-P1–EPOR-
JAK2V617F cells was dramatically reduced in the presence of
salubrinal (Figure 5C), as well as the growth of primary cells
from 3 independent JAK2V617F-positive samples. Altogether,
these data suggest that eIF2a is an important regulator of
CDC25A protein translation in JAK2V617F cells and of JAK2V617F
positive cells proliferation.
eIF2a and CDC25A regulation by the STAT5 pathway
To identify the link between JAK2V617F and eIF2a, we tested the
involvement of STAT5, the main direct JAK2 target. For this
purpose, FDC-P1–EPOR-JAK2V617F cells were incubated with a
STAT5 inhibitor for 1 hour at 2 different concentrations. As shown
in Figure 6A, this treatment resulted in a dose-dependent reduction
of STAT5 phosphorylation, an increase of eIF2a phosphorylation,
and a concomitant decrease in CDC25A levels. The same results
were obtained with the human HEL cell line (data not shown).
Finally, these data were nicely confirmed by RNA interference-
induced STAT5 down-regulation (Figure 6B).
Because STAT5 is a transcription factor, we then tested whether
the protein level of the 4 kinases (PKR, PERK, HRI, and GCN2)
and the phosphatases (GADD34/PP1 and PP2A), known to regu-
late eIF2a phosphorylation, were affected on AG490 treatment.
The basal levels of these proteins were not modified in these
conditions, suggesting that STAT5 does not regulate their expres-
sion in our model (data not shown). Thus, our study suggests that
STAT5, the main direct target of JAK2V617F, is a key intermediate
for the regulation of eIF2a by JAK2.
Effects of CDC25A inhibition on JAK2V617F-expressing BFU-E
We firstly investigated the effect of the pan CDC25 inhibitor
IRC-08386421 on BFU-E colony formation from JAK2V617F human
primary cells. Purified marrow CD341 cells were plated in
methylcellulose for 14 days in the presence of adequate stimulating
factors, as described in the Methods. As illustrated in Figure 7A
(left), IRC-083864 inhibited in a dose-dependent manner the
growth of BFU-E derived from 2 independent JAK2V617F-positive
patients. In the same conditions, the growth of BFU-E from healthy
Figure 4. The presence of the JAK2V617F mutation induces an
increase in CDC25A protein translation. (A) JAK2V617F and JAK2WT-
expressing FDC-P1 EPOR cells were incubated with 10 mg/mLof cyclohex-
imide (CHX), an inhibitor of protein translation, harvested at indicated
times, and subjected toWestern blot analysis of CDC25A (left). Quantifica-
tion of CDC25A protein levels was performed by densitometric analysis
normalized to b-actin level (right). The results are expressed asmean 6 SD
for 3 independent experiments. (B) JAK2V617F and JAK2WT-expressing
FDC-P1–EPOR cells were incubated for 1 hour with 10 mg/mL of CHX,
then washed (2CHX), and harvested at the indicated times. Cell lysates
were prepared and subjected to Western blot to analyze the reappearance
of CDC25A (left). CDC25A levels were determined by densitometric
analysis normalized to b-actin level (right). The results are themeans 6 SD
for 3 independent experiments. Vertical lines have been inserted to
indicate a repositioned gel lane.
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donors (n 5 2), or from a patient with secondary polycythemia
(JAK2WT), was poorly affected. Importantly, the effect of CDC25
inhibition was also observed on the clonogenic potential of
JAK2V617F-positive cells from 2 additional patients, grown in the
absence of EPO (Figure 7A right). To confirm the specific role of
CDC25A, we transfected purified normal or JAK2V617F-positive
CD341 cells with CDC25A siRNA and performed the same
experiments. As shown in Figure 7B (top), CDC25A siRNA
decreased CDC25A protein expression and reduced the growth of
BFU-E derived from 2 JAK2V617F-positive patients, with no
significant effect on BFU-E from healthy donors. For a third
JAK2V617F-positive sample, the clonogenic potential was less affected
by CDC25A down-regulation. As with the pharmacologic inhibitor, the
inhibitory effect of CDC25A down-regulation on clonogenicity was
reproduced in the absence of EPO (Figure 7B right).
In good correlation with the effects observed on the clonogenic-
ity of these cells, CDC25A siRNA also reduced the proliferation
potential in erythroid differentiation medium of 2 JAK2V617F
samples, as shown in Figure 7C. These data demonstrate that
CDC25A inhibition reduces the growth of JAK2V617F-positive
erythroid progenitors while sparing normal BFU-E.
Discussion
This study shows that CDC25A is constitutively overexpressed
downstream of the JAK2V617F oncogene. JAK2V617F is not the
unique oncogenic tyrosine kinase capable of regulating this en-
zyme in hematopoietic cells. Indeed, our group has recently
described that cells expressing the BCR-ABL, FLT3-ITD, and
NPM-ALK oncogenes display an increase in levels of CDC25A
protein compared with their WT counterparts.20
The mechanism by which JAK2V617F regulates CDC25A was
examined. Our study supports the fact that JAK2V617F influences
CDC25A expression by acting at the translational level. This
mechanism of regulation is rather uncommon. For example, as
NPM-ALK cells are concerned, our group has shown that this
oncogene acts at the transcriptional level, whereas it may also
Figure 5. eIF2a regulates CDC25A downstream of JAK2V617F.
(A) CDC25A and eIF-2a protein levels, as well as eIF-2a phosphorylation
on ser 51, were analyzed by Western blot in JAK2WT and JAK2V617F-
expressing FDC-P1–EPOR cells under normal conditions of culture or
after 1 hour of treatment with AG490 or JAK2 inhibitor II. (B) CDC25A
expression was analyzed by Western blot after 24 hours of treatment with
Salubrinal, an inhibitor of eIF2a dephosphorylation, in JAK2V617F-
expressing FDC-P1–EPOR cells or HEL cell lines. b-actin levels were
used as control. Western blots are representative of 3 independent
experiments. (C) FDC-P1–EPOR JAK2V617F and JAK2V617F-positive cells
from 3 different patients (PV patient 5, PMF 3, andAML 1) were cultured in
the presence or the absence of salubrinal at 75mM. Cells were stained with
trypan blue and counted after 48 hours.
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affect CDC25A stability.20 As a matter of fact, stability appears as
one of the major regulatory mechanism of CDC25A expression.13
This mechanism was further investigated in cancer cells models.
Indeed, recent studies have emphasized the role of GSK3b in
CDC25A stability. In this model, GSK3b interacts with and
phosphorylates CDC25A, with this phosphorylation facilitating its
ubiquitination and subsequent proteasome-dependent degradation.
Conversely, GSK3b deregulation, a common event in cancer cells,
results in overexpression of CDC25A. This mechanism has been
described in a large variety of carcinomatous cells.15 Other studies
have also very recently documented that CDC25A degradation
could be counteracted by the specific ubiquitin hydrolase Dub3,
with the deregulation of this enzyme resulting in high levels of
CDC25A in a subset of human breast cancers.16
The mechanism by which JAK2V617F regulates CDC25A synthe-
sis also was investigated. Our study suggests a role for eIF2a, a
major regulator of cap-dependent translation initiation. The role of
eIF2a is supported by 2 lines of evidences. First, JAK2V617F
expression and function modulate eIF2a phosphorylation (see
Figure 5), and thus presumably eIF2a function. Second, eIF2a
inhibition by salubrinal resulted in the down-regulation of CDC25A
in JAK2V617F cells. We identified STAT5, the main target of
JAK2V617F, is involved in eIF2a regulation. Because basal eIF2a
expression remained unchanged after STAT5 down-regulation, it is
unlikely that eIF2a is transcriptionally regulated by STAT5. In
addition, we did not detect any significant variations of the level of
the 4 kinases (PKR, PERK, GCN2, and HRI) and the phosphatase
complex (PP1/GADD34) known as key eIF2a regulators. In
consequence, the molecular link(s) between STAT5 and eIF2a still
remain(s) to be established.
More generally, the fact that JAK2V617F could affect eIF2a
function may have important consequences for the biology of
JAK2V617F cells. Indeed, eIF2a is considered as a master regulator
of the stress response by regulating antiapoptotic proteins like
Bcl-xL for instance.29 Interestingly, Bcl-xL accumulates in PV30
and BCR-ABL31 cells, presumably through a STAT5-dependent
transcriptional mechanism.32 Thus, it is possible that, in MPN,
transcriptional and posttranscriptional mechanisms cooperate to
facilitate the accumulation of apoptosis inhibitors.
With regard to cell-cycle regulation, JAK2V617F has been shown
to promote G1/S phase transition.7,33 Indeed, JAK2 inhibition with
JAK inhibitor I induces p27kip1 up-regulation and a decrease in
cyclin D2 after an 18-hour incubation followed with G1 arrest,
suggesting that these proteins are implicated in JAK2V617F-induced
proliferation.7 In our model, the rapid kinetics of CDC25A
down-regulation in response to pharmacologic JAK2 inhibitors
(30 minutes), together with the absence of modifications of other
cell-cycle proteins expression, such as p27kip1 or cyclin A, and
similar cell-cycle distribution between JAK2WT and mutated cell
lines, strongly argue for CDC25A being an early target of
JAK2V617F rather than just a cell proliferation marker.
CDC25A up-regulation was observed not only in cell lines but
also in human CD361 cells issued from JAK2V617F-positive PV
patients and BM biopsies compared with healthy donors cells.
Moreover, CDC25A overexpression was found in BM and spleen
cells in Jak2V617F KI mice, an animal model that develops a PV-like
disease.6 These results further support the notion that CDC25A
overexpression is a common feature of JAK2V617F-related diseases
and perhaps of other MPN. However, in some cases JAK2V617F and
CDC25A levels were not correlated, suggesting additional ways of
regulation of the protein.
Our study also shows that CDC25A is overexpressed at the
proerythroblast stage of erythroid differentiation in JAK2V617F-
positive patients. These results suggest that CDC25A could be
involved in terminal erythroid differentiation. We previously
observed an erythroid amplification and a selective advantage for
JAK2V617F-mutated cells in late stages of erythropoiesis.34 Our
hypothesis is that CDC25A could mediate this effect by stimulating
proliferation. This hypothesis is supported by the fact that CDC25A
depletion by siRNA results in decreased proliferation of FDC-P1-
EPOR-JAK2V617F cells (data not shown).
The CDC25 inhibitor IRC-083864 and more specific CDC25A
siRNA inhibit BFU-E in JAK2V617F-positive samples being less
active in normal BFU-E, suggesting a therapeutic window between
normal and JAK2V617F hematopoietic cells. However, clonogenic
potential is not affected for one patient (PMF patient 2), suggesting
either that CDC25A is not overexpressed in CD341 cells of this
patient (Figure 2), or that additional events can compensate
CDC25A inhibition in some patients. Whatever, CDC25 inhibitors
should represent a new class of drugs in most JAK2V617F-MPN
therapy, beside the JAK2 inhibitors that are currently tested.35
To conclude, we propose a model in which JAK2V617F drives
through STAT5 an eIF2a-mediated pathway that results in the
Figure 6. STAT5 regulates eIF2a downstream of JAK2V617F. (A) JAK2V617F-
expressing FDC-P1–EPOR cells were treated with DMSO or STAT5 inhibitor (100 or
200mM for 1 hour) and CDC25A, P-eIF2a, eIF2a, P-STAT5, and STAT5 protein levels
were analyzed by Western blot. (B) JAK2V617F-expressing FDC-P1–EPOR cells were
transduced with control or STAT5 siRNA and CDC25A, P-eIF2a, eIF2a and STAT5
protein levels were analyzed byWestern blot 8 hours after transfection. b-actin levels
were used as control. Western blots are representative of 3 independent experi-
ments.
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stimulation of synthesis and accumulation of CDC25A, with this
enzyme responsible for increased proliferation and expansion of
hematopoietic cells in PV or ET, and, perhaps, in other MPN.
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- expressing BA/F3 cells were cultured in Dulbecco's 
Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with 10% FBS, 10 ng/ml TPO and 2ng/ml 





LY294009, Wortmannin and PD98059 were purchased from Calbiochem. 
 
Western blot 
Western blotting was performed using the following primary antibodies: anti-CDC25A (F6), 
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-phospho-AKT (ser 473), anti-AKT, anti-
ERK (Cell Signaling Technologies, Danvers, MA, USA), anti-phospho- ERK (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MO, USA) or anti-b-actin (Lab vision corporation, Francheville, France).  
 
Quantitative RT-PCR (RQ-PCR) 
Total RNA was isolated with Trizol Reagent (Invitrogen). The cDNA were synthesized using 
SuperScript
TM
 First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) from 3µg (for mouse 
cell lines) or 1µg (for human cell lines) of total mRNA according to the manufacturer’s 
instructions. For mouse samples, cDNA were subjected to a quantitative real-time PCR using 
an ABI PRISM 7000 sequence detection system (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) 






, Sigma, France), 
with initial denaturation at 50°C for 2 min and 95°C for 10 min followed by 40 cycles of 15 
sec at 95°C and 1 min at 60°C. The primer sequences were for mouse CDC25A: 5’-ACG 
GTC ACC ATG GAC CAG C-3’ (forward) and 5’-TTC AGG GCT GGG CTA CAT CC-3’ 
(reverse), and for 14S: 5’-GGT GGC TGA GGG AGA GAA TG-3’ (forward) and 5’-CTC 
GGC AGA TGG TTT CCT TG-3’ (reverse). Results were analyzed using the conventional 
ΔΔCt method. For human samples, CDC25A and two control genes (HPRT and YWHAZ) 
were amplified using the TaqMan
®
 Gene Expression Master Mix and Taqman
® 
inventoried 
assay (respectively, hs 00947994-m1, hs 01003267-m1, hs 00237047-m1) (Applied 




Supplemental figure legends 
Figure S1. CDC25A is constitutively expressed in MPL
W515L
-positive cell lines 





BA/F3 cells. S: steady state; (-): TPO deprivation for 12hours; (+): TPO (10 ng/ml) re-
stimulation for 12 hours. b-actin was used as a loading control. Western blots are 
representative of 3 independent experiments. 
 






-expressing FDC-P1-EPOR cell lines were treated with AG490 (50µM, 1h) (A), 
LY294002 (25μM, 1h), Wortmannin (100nM, 1h) (B) or PD98059 (50μM, 1h) (C) and 
subjected to Western blot analysis for CDC25A, P-Akt (ser 473), P-Erk. Erk, Akt and β-actin 
levels were used as control. Western blots are representative of 3 independent experiments. 
 
Figure S3. CDC25A is not regulated at the mRNA level downstream of JAK2
V617F
. 





FDC-P1-EPOR cell lines under normal conditions of culture and in (B) JAK2
V617F
-expressing 
FDC-P1-EPOR cell lines, HEL and SET-2 cell lines after treatment with AG490 (50µM, 1h). 
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III. RESULTAT 2 : STATUT DE CDC25A ET ANALYSE DE SON 
INHIBITION DANS LA MYELOPOIESE PHYSIOLOGIQUE ET EN 





 La première partie de notre travail nous a permis d’observer une surexpression de 
CDC25A en aval de l’oncogène JAK2V617F ainsi qu’un rôle potentiel de CDC25A dans 
l’érythropoïèse précoce. Nous avons donc émis l’hypothèse selon laquelle CDC25A joue un 
rôle majeur dans l’expansion hématopoïétique accrue des NMP. 
 
 Les données bibliographiques bien que peu nombreuses suggèrent l’implication de 
régulateurs du cycle cellulaire dans l’hématopoïèse physiologique. Deux des acteurs les plus 
étudiés au cours de la différenciation myéloïde sont p27kip1 et p21cip1. Ces protéines possèdent 
une fonction antagoniste à celle de CDC25A sur les couples CDK/Cycline. En effet, leur rôle 
principal est d’inhiber les couples CDK/Cycline de la transition G1/S. Des travaux montrent 
que le taux d’ARNm et protéique de p27kip1 et p21cip1 augmente en fin de différenciation 
érythroïde de progéniteurs de donneurs sains (Panzenbock et al., 1998) et également 
granulocytaire pour p27kip1 (Klausen et al., 2004). Ces deux protéines semblent jouer un rôle 
en faveur des différenciations myéloïdes. En effet, la surexpression de p27kip1 induit la 
différenciation granulocytaire des lignées leucémique U937 et HL60 (Liu et al., 1996), (Muto 
et al., 1999) et érythroïde de la lignée K562 (Munoz-Alonso et al., 2005). De son côté, la 
surexpression de p21cip1 entraîne également la différenciation granulocytaire de la lignée 
U937 (Liu et al., 1996)  et la différenciation érythroïde et mégacaryocytaire des lignées K562 
(Munoz-Alonso et al., 2005) et CMK (Matsumura et al., 1997) respectivement. Aussi,  des 
expériences d’inhibition de p27kip1 ou p21cip1 par siRNA suggèrent qu’elles sont nécessaires 
pour la différenciation granulocytaire de la lignée leucémique HL-60 par l’ATRA (Horie et 
al., 2004). De manière intéressante, des analyses de PCR quantitative réalisées au cours de la 
différenciation érythroïde de progéniteurs de patients suggèrent que le taux d’ARNm de 
p27kip1 est diminué dans certains stades érythroblastiques de cellules portant la mutation 




 D’autres régulateurs du cycle cellulaire voient leur taux varier au cours des 
différenciations érythroïde et granulo-monocytaire. Ainsi, lors de la différenciation 
érythroïde, l’augmentation de la prolifération s’accompagne d’une forte augmentation de 
l’expression protéique des cyclines D3 et E ainsi que de CDK2 (Dai et al., 2000). 
L’expression de ces protéines, au cours de la différenciation, corrèle avec la proportion de 
cellules en phase S et décroît rapidement en fin de maturation terminale (Dai et al., 2000). 
Aussi, l’expression de la cycline D et des CDK2, 4 et 6 diminue lors de la différenciation 
granulocytaire terminale, alors que l’expression de la cyclin E paraît augmenter (Klausen et 
al., 2004). 
 
 En ce qui concerne CDC25A, les données bibliographiques sont peu nombreuses. Des 
travaux montrent une diminution de son expression lors de différenciations granulocytaire et 
érythroïde des lignées leucémique ML-1 (induite par l’ATRA) (Shimizu et al., 1999) et 
HB60-5 (induite par l’EPO) (Tamir et al., 2000) respectivement. Cependant, son expression et 
sa fonction n’ont jamais été étudiées au cours de la différenciation de cellules primaires. 
 
 La deuxième partie de mes travaux vise donc à (i) déterminer le statut et la fonction de 
CDC25A au cours de différenciations myéloïdes physiologiques (ii) évaluer les stades 
auxquels CDC25A est surexprimée en aval de la mutation JAK2V617F (iii) étudier les 
conséquences de sa surexpression à ces stades et (iv) déterminer l’effet d’un inhibiteur des 
CDC25 aux différents stades de différenciation de progéniteurs sains et de progéniteurs 
possédant la mutation JAK2V617F. 
 
 Ces travaux devraient nous permettre une meilleure compréhension du rôle de 
CDC25A au cours de l’hématopoïèse physiologique et pathologique et une meilleure 
évaluation de l’impact de l’inhibition pharmacologique des CDC25 dans les NMP possédant 
l’oncogène. 
 
B. Hypothèse de travail 
 
Les hypothèses de travail sont donc les suivantes : (i) la phosphatase CDC25A est 
impliquée dans la prolifération cellulaire au cours de la différenciation myéloïde 
physiologique (ii) sa surexpression entraîne une prolifération excessive des précurseurs 
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possédant la mutation JAK2V617F et participe ainsi à l’amplification myéloïde terminale 
observée dans les NMP Philadelphie négatives (ii) l’inhibiteur des CDC25 diminue la 
prolifération cellulaire avec une meilleure efficacité sur les cellules mutées. 
Ce projet relativement récent est actuellement en cours. Nous n’avons donc pour 
l’instant répondu qu’à une partie des ces hypothèses. Nous avons mis au point et caractérisé 
des différenciations érythroïde et granulo-monocytaire ex vivo, et évalué l’expression 
protéique de CDC25A au cours de ces différenciations. Nous avons également commencé à 
tester l’effet d’un inhibiteur des CDC25 sur la différenciation érythroïde de progéniteurs sains 




1. Statut de CDC25A dans les différenciations érythroïdes et granulo-
monocytaires 
 
a. Matériel et méthodes 
 
Purification des progéniteurs CD34+normaux 
Les cellules hématopoïétiques sont obtenues à partir d’os spongieux issu de chirurgie de la 
hanche. Après ficoll, les cellules mononucléées sont soumises à un tri magnétique visant à 
obtenir les progéniteurs CD34+ (Stem Cell Technologies, Grenoble, France) suivant les 
recommandations du fournisseur. La pureté cellulaire est ensuite analysée par cytométrie en 
flux et seuls les échantillons possédant plus de 94% de pureté sont utilisés. 
 
 
Représentation schématique du protocole de tri cellulaire 






















































Les progéniteurs CD34+ issus de moelle osseuse sont mis en culture dans du milieu Iscove's 
Modified Dulbecco's Medium (IMDM, Lonza) supplémenté de 10% SVF, 50 ng/ml de SCF, 
10 ng/ml d’IL-3 (R&D systems, Oxon, UK) et d’1 U/ml d’EPO (protocole inspiré de da Costa 
Reis Monte-Mòr B. et al., 2009 (da Costa Reis Monte-Mor et al., 2009)). La différenciation 
érythroïde est suivie par coloration MGG (« May-Grünwald Giemsa ») et par analyse de 








Différenciation granulo-monocytaire : 
Les progéniteurs CD34+ issues de moelle osseuse sont mis en culture dans un milieu 
« Endothelial Growth Medium 2» (EGM2) (Lonza, Walkersville, Etats-Unis) supplémenté 
avec 100 ng/mL de SCF, 4 ng/mL d’IL-3, 10 ng/mL de « Granulocyte Macrophage-Colony 
Stimulating Factor » (GM-CSF) et de 100 ng/mL de « FMS-Like Tyrosine kinase 3 Ligand » 
(FLT-3 Ligand), recombinants humains (R&D systems). La différenciation est suivie par 




J0 J14IMDM 10% SVF + SCF, IL3, EPO




coloration MGG (« May-Grünwald Giemsa ») et phénotypage à l’aide des anticorps anti-
CD34, CD11b et CD14. 
 
Représentation schématique du protocole de différenciation granulo-monocytaire ex 




Les westerns blots sont réalisés à partir des anticorps anti-CDC25A (F6), anti-CDC25B 
(C20), anti-cyclin A (C19) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) et anti-β-actin 
(Lab vision corporation, Francheville, France). 
 
Analyse de la prolifération cellulaire par incorporation de BrdU 
Les cellules sont incubées pendant 1h avec du BrdU (10µM), puis fixées à l’éthanol à 70% 
froid durant 20 min. L’incorporation de BrdU est ensuite détectée à l’aide du kit « BrdU 
staining kit » de chez BD Pharmingen (Franklin Lakes, NJ, USA) suivant les 
recommandations du fournisseur. La fluorescence est analysée par cytométrie en flux 
(BDLSRII, Becton Dickinson, Le Pont-De-Claix, France). 
 
Différenciation granulo-monocytaire
J0 J20EGM2 + SCF, IL3, GM-CSF, FLT-3L
MGG, Western blot









(1) Caractérisation de la différenciation erythroïde 
 
La différenciation érythroïde est réalisée comme décrit dans le matériel et méthodes. 
Brièvement, après tri, les cellules CD34+ sont cultivées dans de l’IMDM additionné de 10% 
SVF, de SCF, d’IL-3 et d’EPO. Des expériences de phénotypage à l’aide d’anticorps anti-
CD34 (un marqueur d’immaturité cellulaire), anti-CD36 (un antigène exprimé par les 
progéniteurs et précurseurs érythroïdes) et anti-GPA (un antigène présenté spécifiquement par 
les précurseurs érythroïdes) (résultat 1 C), et une analyse morphologique après coloration des 
cellules au MGG (résultat 1 A et B) nous ont permis de suivre la différenciation des cellules à 
partir du 7ème jour de culture. 
Au jour 0 (J0), qui correspond au jour du tri cellulaire, au moins 94% des cellules 
(<5.105 cellules/ml) possèdent le marqueur d’immaturité CD34+ à leur surface. Le 
pourcentage de cellules CD34+ reste le même au premier jour de différenciation (J1, résultat 1 
C). A partir du 7ème jour de différenciation, la présence du marqueur CD36 et le fort taux de 
GPA (environ 75%, résultat 1C) indiquent que les cellules sont en cours de différenciation 
terminale (voir figure 34 page 102). L’analyse morphologique montre que la majorité des 
cellules (environ 80%) se trouvent au stade de proérythroblaste à J7 puis apparaissent 
progressivement les stades ultérieurs jusqu’aux globules rouges à J14. Nous observons à côté 
de la lignée érythroïde la présence de quelques cellules de la lignée granulocytaire et quelques 
macrophages probablement due à la présence de sérum dans le milieu de culture. 
Le taux de prolifération (évalué par incorporation de BrdU) n’a pu être évalué qu’à 
partir de J5. Du 5ème au 9ème jour, les cellules prolifèrent activement (entre 40 et 60% des 
cellules ont incorporé du BrdU en l’espace d’une heure) (résultat 1D) puis cessent 
progressivement de proliférer. Au 11ème jour, le pourcentage de cellules ayant incorporé du 
BrdU en une heure n’est plus que de 25% environ et dans les dernières phases de 
différenciation terminale (J13-J14), il est nul.  
 La figure 34 représente de manière schématique l’avancement de la différenciation 
































































Résultat 1 : Caractérisation de la différenciation érythroïde
Les progén iteurs CD34+ sont mis en différenciation érythroïde pendant 14 jours. La différenciation érythroïde est suivie par
morphologie après coloration au MGG (Figure 1A et 1B) et phénotypage (Figure 1C) comme décrit dans le matériel et
méthode (n= 3). Une analyse de la prolifération cellula ire est réalisée à différents jours de la différenciation par test
d’incorpora tion de BrdU (Figure 1D) (n=3 ). PE = Proérythroblaste, EB = Erythroblaste Basophile, EP = Erythroblaste




































(2) Expression protéique de CDC25A, CDC25B et de la 
cycline A au cours de la différenciation érythroïde 
 
Nous avons analysé l’expression de CDC25A par western blot au cours de cette 
différenciation érythroïde (résultat 2) mais également le statut de CDC25B, une autre 
phosphatase de la famille des CDC25 connue pour être dérégulée dans de nombreuses 
pathologies malignes (Boutros et al., 2007). Aussi, l’augmentation de son expression suite à 
des dommages à l’ADN est impliquée dans la capacité de la lignée de LAM U937 d’entrer 
rapidement en mitose après l’activation du point de contrôle à la transition G2/M (Didier et 
al., 2008). 













Figure 34 : Représentation schématique de la différenciation érythroïde
CSH: Cellule Souche Hématopoïétique, PE : Proérythroblaste, EB : Erythroblaste Basophile, EP : Erythroblaste
Polychromatophile, EA : Erythroblaste Acidophile. La discontinuité de la flèche indiquant l’état de prolifération cellulaire




Les résultats obtenus suggèrent que CDC25A et B sont toutes deux précocement 
exprimées au cours de la différenciation érythroïde (résultat 2). En effet, elles sont exprimées 
dès le premier jour de différenciation (J1) alors que les cellules présentent encore le marqueur 
d’immaturité CD34. L’expression de CDC25A apparaît constante jusqu’au 7ème jour de 
différenciation puis diminue et devient indétectable au 11ème jour. On note qu’au jour du tri 
(J0), elle n’est pas exprimée mais l’anticorps révèle trois bandes de poids moléculaire 
inférieur, légèrement supérieur à 50kDa. 
L’expression de CDC25B est, quant à elle, plus stable. En effet, son expression 
commence à décroître au 11ème jour de différenciation alors que les cellules sont 
majoritairement au stade d’érythroblaste acidophile (résultat 1 et 2), et reste détectable aux 
derniers jours de la différenciation (résultat 2).  
Nous avons également évalué le niveau protéique de la cycline A dans cette 
différenciation. L’expression de cette cycline de la phase S est souvent corrélée à la 
prolifération cellulaire et certains auteurs l’utilisent comme marqueur de prolifération dans 
leurs études (Strand et al., 2011), (Ahlin et al., 2009), (Poikonen et al., 2005). Nos résultats 
suggèrent qu’elle est absente dans les stades précoces de la différenciation (J1, résultat 2). De 
plus, son expression corrèle avec le taux de prolifération cellulaire tout au long de la 
différenciation avec une diminution de son expression observée au 11ème jour et une 




 L’ensemble de ces résultats montrent une expression précoce des CDC25A et B non 




J1    J5    J7    J9    J11   J13   J14
CDC25B
Cycline A
J0 J1 J3 J5
CDC25A
β-actine
Résultat 2 : Analyse de l’expression protéique de CDC25A, CDC25B et Cycline A au cours de la
différenciation érythroïde
Les progéniteurs CD34+ sont mis en différencia tion érythroïde in vitro. A différents jours de la
différencia tion indiqués, l’expression de CDC25A, CDC25B et de la cycline A sont analysées par western
blot. Le niveau protéique de β-actine est utilisé comme contrôle. Les western blots montrés ici sont
représentatifs de 3 expériences indépendantes.
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(3) Caractérisation de la différenciation granulo-monocytaire 
 
La différenciation granulo-monocytaire est réalisée comme décrit dans le matériel et 
méthodes. Brièvement, après tri, les cellules CD34+ sont cultivées dans du milieu EGM2 
additionné de SCF, d’IL-3, de GM-CSF et de FLT-3L. Ce protocole, réalisé sur 20 jours, 
permet d’obtenir une différenciation granulo-monocytaire complète avec la présence de 
polynucléaires neutrophiles à J17 et de monocytes dès J7 (résultat 3). De plus, on note 
qu’environ 90% des cellules analysées par phénotypage expriment le marqueur CD11b en fin 
de différenciation (résultat 3 B), qui est un marqueur connu pour être présent à la fois dans les 
























































Résultat 3 : Caractérisation de la différenciation granulo-monocytaire
Les progéniteurs CD34+ sont mis en d ifférenciation granulo-monocytaire pendant 20 jours. La différenciation est
suivie par analyse morphologique après colo ration au MGG (A) et phénotypage (B). Ces données sont représentatives
de deux différenciations granulo-monocytaires réalisées.









Figure 35 : Représentation schématique de la différenciation granulo-monocytaire
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(4) Analyse de l’expression protéique de CDC25A au cours 
de la différenciation granulo-monocytaire 
 
L’analyse de l’expression de CDC25A par western blot au cours de cette 
différenciation granulo-monocytaire montre, comme dans la différenciation érythroïde, une 
expression précoce de CDC25A (résultats 4). Cependant, dans cette différenciation, la 
phosphatase est déjà indétectable au 5ème jour et n’apparaît pas (ou très faiblement)  ré-
exprimée dans les jours qui suivent. 
  
 Ces résultats, bien que préliminaires, montrent une expression différente des CDC25A 




2. Effet d’un inhibiteur des CDC25 sur la différenciation érythroïde 
de progéniteurs sains ou possédant JAK2V617F 
 
Dans la première partie de notre étude, nous avons montré que l’inhibition 
pharmacologique des CDC25 par l’IRC-083864 entraîne, tout comme l’inhibition spécifique 
de CDC25A par siRNA, une diminution de la capacité des progéniteurs CD34+ de patients 
possédant la mutation à former des colonies érythroïdes en méthylcellulose. 
Les travaux qui suivent visent à analyser l’effet d’un traitement à l’IRC-083864 réalisé 
tout au long de la différenciation érythroïde précoce (de J1 à J7, voir figure 34 page 102) sur 
l’état de prolifération, d’apoptose et de différenciation des proérythroblastes obtenus à J7 à 
J0    J1   J5    J7    J9
CDC25A
β-actine
Résultat 4 : Analyse de l’expression protéique de CDC25A au cours
de la différenciation granulo-monocytaire
Les progén iteurs CD34+ sont mis en différenciation granulo-monocytaire
ex vivo. A différents jours de la différenciation indiqués, l’expression de
CDC25A est analysée par western blot. Le niveau protéique de β-actine
est utilisé comme contrôle. Le western blot montré ci-dessus est
représenta tif de 3 expériences indépendantes.
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partir de progéniteurs de donneurs sains et d’un premier patient possédant la mutation 
JAK2V617F. 
a. Impact sur la prolifération cellulaire 
 
 Des différenciations érythroïdes sont réalisées ex vivo, comme décrit précédemment, à 
partir de progéniteurs CD34+ de donneurs sains ou d’un patient atteint de TE portant la 
mutation JAK2V617F. L’IRC-083864 est ajouté à différentes concentrations au milieu dès la 
mise en culture des cellules. A chaque passage (à J4 et J6), les cellules sont centrifugées et le 
milieu est entièrement remplacé par du milieu contenant la concentration correspondante 
d’inhibiteur. Au 7ème jour de différenciation (stade proérythroblastique) (résultat 1 page 101), 
leur taux prolifération est analysé par incorporation de BrdU (résultat 5). Sur les cellules de 
patient, on observe une inhibition de la prolifération des cellules dès 50 nM qui s’accentue à 
100 nM d’inhibiteur (35% des cellules ont incorporé le BrdU en 1 heure contre 54% pour le 
contrôle non traité). 
En revanche, l’effet observé sur la prolifération dans le cas de cellules saines est 
significative mais moindre.  
 
Ces résultats préliminaires, qui doivent être confirmés sur un plus grand nombre de 
patients, vont dans le sens d’un effet de l’IRC-083864 sur la prolifération des érythroblastes 
possédant la mutation alors qu’il a un effet moindre sur la prolifération des proérythroblastes 


























































Résultat 5 : Effetde l’IRC-083864 sur la prolifération des proérythoblastes.
Des progéniteurs CD34+ issus de moelles d’un patient atteint de TE possédant la mutation JAK2V617F et de donneurs
sains (n=3) sont mis en différenciation érythroïde in vitro en culture liquide en présence d’IRC-083864. Aux 4ème et
6ème jours, les cellules sont passées et le milieu additionné d’inhibiteur est entièrement renouvelé. Au 7ème jour de
différenciation, les cellules sont soumises à un test d’incorporation de BrdU. La fluorescence est analysée par
cytométrie en flux (BDLSRII, Becton Dickinson, Le Pont-De-Claix, France). (*p<0,05)
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b. Impact sur la survie cellulaire 
 
En parallèle de l’analyse de la prolifération cellulaire, une évaluation de l’impact de 
l’IRC-083864 sur la survie cellulaire a également été réalisée par cytométrie en flux à l’aide 
d’un marquage à l’annexine V / 7AAD (résultat 6). On note que cet inhibiteur induit de 
l’apoptose, à la fois dans les proérythroblastes non mutés et mutés. Cependant, il semblerait 
que les cellules issues de la moelle du patient atteint de TE soient plus sensibles à l’inhibition 
des CDC25. 
Ces résultats, à confirmer sur un plus grand nombre d’échantillons de patients, 
suggèrent que cet inhibiteur possède des propriétés pro-apoptotiques sur l’ensemble des 




c. Impact sur l’état de différenciation cellulaire 
 
 Des analyses de phénotypage réalisées au même jour sur les cellules possédant la 
mutation  montrent une légère diminution de la proportion de cellules GPA positives en 
fonction de la dose d’IRC-083864 (figure 6). Les tests de statistique ne montrent pas de 
différence significative pour les cellules de donneurs sains. Cependant, l’effet observé dans le 
Résultat 6: Effet de l’IRC-083864 sur la survie des proérythoblastes.
Des progén iteurs CD34+ issus de moelles d’un patient atteint de TE possédant la
mutation JAK2V617F, et de donneurs sains (HD, n=3) sont mis en différenciation
érythroïde ex vivo en culture liquide en présence d’IRC-083864. Au 7ème jour de
différenciation, le pourcentage de cellu les apoptotiques est évalué par cytométrie en flux
à l’aide d’un double marquage Annexine V / 7AAD. L’histogramme montre le





































D. Conclusion, discussion et perspectives 
 
En conclusion, nos résultats suggèrent que CDC25A est une protéine précocement 
exprimée au cours des différenciations érythroïde et granulo-monocytaire et qu’elle est 
absente lors de la différenciation érythroïde terminale. D’autre part, l’inhibition des CDC25 
par l’IRC-083864 sur les 7 premiers jours de différenciation entraîne une diminution de la 
prolifération et une augmentation de l’apoptose cellules au 7ème jour de différenciation de 
progéniteurs d’un premier patient testé. De plus, les cellules des donneurs sains apparaissent 
moins sensibles à cet inhibiteur. 
 
 Ces travaux apportent des éléments supplémentaires dans la connaissance du statut de 
CDC25A au cours des différenciations érythroïde et granulo-monocytaire et dans l’évaluation 
de l’effet différentiel de l’inhibition des CDC25 dans les cellules primaires saines ou 
possédant JAK2V617F. Cependant, certains points restent encore à élucider. 
Résultats 7 : Effetde l’IRC-083864 sur la différenciation cellulaire.
Des progéniteurs CD34+ issus de moelles d’un patient atteint de TE possédant la mutation JAK2V617F, et de donneurs sains
(HD, n=3) sont mis en différencia tion érythroïde ex vivo en culture liquide en présence d’IRC-083864. Au 7ème jour de
différencia tion, la différenciation cellulaire est analysée en cytométrie en flux par une analyse de l’expression des

















































Schéma récapitulatif des résultats obtenus sur la statut de CDC25A 
 
 
Expression de CDC25A et prolifération cellulaire 
Dans notre modèle de différenciation érythroïde, l’expression de la cycline A corrèle à 
la prolifération cellulaire (résultat 1 et 2 pages 101 et 103). Ces résultats confirment ceux de  
Dai et ses collègues qui montrent également une corrélation entre l’expression des cyclines A, 
E, D3 et de la kinase CDK2, et la prolifération cellulaire dans le modèle de différenciation 
érythroïde (Dai et al., 2000). En revanche, nos résultats montrent que l’expression de 
CDC25A n’est pas totalement corrélée à la prolifération. En effet, au 9ème jour de 
différenciation, les cellules prolifèrent encore fortement alors que le niveau de CDC25A est 
fortement réduit, et au 11ème jour, nous n’observons plus d’expression de CDC25A alors que 
des cellules prolifèrent encore et expriment encore la cycline A (résultat 1D et 2 pages 101 et 
103). Cette observation est surprenante étant donné le rôle majeur de la phosphatase dans la 
transition G1/S et le fait que les composants des complexes CDK2/Cycline E et 
CDK2/Cycline A, qui font partie de ses substrats, sont exprimés. Ceci peut s’expliquer, soit 
par une expression de CDC25A non détectée dans nos expériences mais suffisante pour 
CDC25A










assurer sa fonction pouvant être associée à une baisse d’expression de ses antagonistes Wee1 
et Myt1 qui phosphorylent ces complexes, soit par une possible compensation de la 
phosphatase à ces stades de différenciation cellulaire. De plus, on note qu’au 1er jour de la 
différenciation (J1), l’expression de CDC25A n’est pas non plus corrélée à l’expression de la 
cycline A (résultat 2 page 103). Il serait intéressant d’évaluer le statut de prolifération des 
cellules à ce stade de différenciation. En effet, on peut se demander si CDC25A ne pourrait 
pas avoir un rôle autre que celui de favoriser la prolifération cellulaire dans ces stades 
précoces de la différenciation. 
 
Stade de décroissance de CDC25A et d’arrêt de prolifération 
La décroissance de CDC25A observée ici en différenciation érythroïde terminale 
corrèle avec les données bibliographiques montrant une diminution de l’expression de la 
phosphatase au cours de la différenciation érythroïde de la lignée HB60-5 induite par l’EPO 
(Tamir et al., 2000). De plus, l’état de prolifération des cellules tout au long de la 
différenciation corrèle également avec les travaux précédemment réalisés (Dai et al., 2000). 
Notre étude apporte des informations complémentaires quant aux stades auxquels CDC25A 
disparait et à son absence de corrélation avec l’arrêt de prolifération cellulaire discutée 
précédemment. 
Cependant, cette analyse ne nous permet pas de dire précisément à quel stade les 
cellules s’arrêtent de proliférer ni à quel stade l’expression de CDC25A décroît. En effet, la 
composition cellulaire est très hétérogène lors de la différenciation terminale (voir résultat 1B 
page 101). Des expériences de phénotypage avec des anticorps anti-GPA, CD36 et CD71 
associée à l’analyse de la prolifération cellulaire par cytométrie en flux nous apporteraient 
plus de précision quant au niveau de maturation cellulaire auquel les cellules s’arrêtent de 
proliférer (Merryweather-Clarke et al., 2011) et ainsi d’affiner notre analyse. En ce qui 
concerne CDC25A, l’absence d’anticorps permettant de détecter des niveaux endogènes 
d’expression protéique par cytométrie en flux ne nous permet pas de réaliser cette analyse. 
 
Expression de CDC25A dans la différenciation granulo-monocytaire et 
mégacaryocytaire 
Concernant la différenciation granulo-monocytaire, nos résultats sont encore 
préliminaires. Cependant, nous observons une expression précoce de la phosphatase (J1) et 
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une chute de son expression entre le 1er et le 5ème jour de différenciation (résultat 4 page 105). 
Ces jours sont difficiles à corréler avec un état de différenciation des cellules, d’autant plus 
que la différenciation monocytaire est plus rapide que la différenciation granulocytaire 
(résultats 3 et 4 pages 104 et 105). Nous projetons par conséquent de réaliser ces deux types 
de différenciation séparément avant d’approfondir notre étude.  
Nous n’avons pas encore étudié le statut de CDC25A dans la différenciation 
mégacaryocytaire. Ceci est prévu dans la suite de notre projet. 
 
Expression de CDC25A dans les progéniteurs CD34+ fraichement triés 
Nous n’avons pas observé d’expression de la phosphatase le jour du tri (J0). 
Cependant, l’anticorps reconnaît trois protéines d’un poids moléculaire d’environs 50 kDa 
(résultats 2 et 4). Ces bandes observées sur tous les western blots pourraient être la 
conséquence soit d’une non-spécificité de l’anticorps, soit de l’existence d’une autre isoforme 
de CDC25A (il existe une forme de CDC25A peu caractérisée ayant un poids moléculaire 
d’environ 50 kDa (Wegener et al., 2000)), soit d’un clivage de CDC25A par les caspases dû 
par exemple à un stress entraîné par le tri cellulaire. Cette dernière hypothèse pourrait être 
vérifiée en inhibant  l’apoptose via des inhibiteurs des caspases-2 et 3 tels que VDVAD et 
DEVD. Notons tout de même qu’une analyse de P-H2AX à J0 n’a pas révélé de dommages à 
l’ADN (résultat non montré). 
 
Différence d’efficacité de l’IRC-083864 en milieu semi-solide et liquide 
Que ce soit en milieu liquide ou en milieu semi-solide, on note que l’IRC-083864 est 
efficace à des doses inférieures au micromolaire. Cependant, les doses nécessaires d’IRC-
083864 pour obtenir une réponse cellulaire sont plus faibles en milieu liquide (résultats 9 page 
84 et résultats 5,6 et 7 et page 106-108). Cette observation est en adéquation avec les données 
bibliographiques montrant que la dose d’IRC-083864 nécessaire pour obtenir une réponse 
cellulaire dépend des conditions de culture. Par exemple lorsque la lignée HCT-116 est traitée 
avec de l’IRC-083864 en culture liquide, l’IC50 de l’IRC-083864 est de 65 nM alors que 
lorsque les cellules sont à l’état de sphéroïdes, son IC50 est de 750 nM (Brezak et al., 2009). 
Cette différence pourrait s’expliquer par une meilleure accessibilité aux cellules de 
l’inhibiteur en culture liquide, ou une meilleure solubilité du produit, ou encore au fait que le 
milieu soit entièrement renouvelé à J4 et J6 dans le cas de la culture liquide. 
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Identification de la fenêtre de surexpression de CDC25A en aval de l’oncogène 
JAK2V617F 
Dans la première partie de ces travaux, nous avons mis en évidence une surexpression 
de la phosphatase en aval de la mutation dans les précurseurs myéloïdes (résultat 2 page 75). 
Dans la deuxième partie, nous avons observé que CDC25A n’est plus exprimée dans les 
derniers stades de différenciation érythroïde ex vivo. Cependant, nous ne connaissons toujours 
pas la totalité de sa fenêtre de surexpression. 
Une première expérience visant à analyser le profil d’expression de CDC25A en aval 
de l’oncogène a été réalisée. En effet, nous avons suivi l’expression de CDC25A par western 
blot au cours d’une différenciation érythroïde réalisée ex vivo à partir de progéniteurs CD34+ 
d’un patient atteint de MV positifs pour JAK2V617F et comparé son niveau à celui obtenu à au 




Aux 5ème et 7ème jours de la différenciation, les cellules de ce patient présentent une 
surexpression de CDC25A en comparaison avec des cellules de donneurs sains (résultat 
supplémentaire 3.1 et résultat 2C page 75 (PV#2)). De plus, contrairement aux cellules de 
donneurs sains, même si l’expression de la phosphatase décroît au cours de la différenciation 
terminale, CDC25A est toujours exprimée à J9 dans les cellules mutées.  
CDC25A






Résultat supplémentaire 3.1 : analyse de l’expression de CDC25A au
cours de la différenciation érythroïde de progéniteurs d’un patient
portant la mutation JAK2V617F
Des progéniteurs CD34+ triés à partir d’une moelle osseuse d’un donneur
sain et d’un patient atteint de MV possédant la mutation JAK2V617F sont
mis en culture liquide dans un milieu de différenciation érythroïde.
L’expression protéique de CDC25A est analysée par western blot aux jours
indiqués. Le niveau d’expression de la β-actine est utilisé pour contrôle.
113 
 
Lors de la différenciation des progéniteurs sains (résultats 2 page 75), nous avons 
observé, dans tous les cas, un niveau de CDC25A similaire au 5ème et 7ème jour et fortement 
réduit à J9. Or, on note ici que le niveau de CDC25A à J9 chez le patient est presque aussi 
élevé qu’au J5 du donneur sain.  
Ces résultats mènent à penser à une surexpression de CDC25A chez ce patient, au 
moins dès le 5ème jour de la différenciation et qui semble, bien que plus faible, toujours 
surexprimée au 9ème jour. Cependant, des expériences sur d’autres échantillons de patients 
sont nécessaires afin de confirmer la prolongation de l’expression de CDC25A. De plus, il 
serait également intéressant d’analyser si cette surexpression concerne les stades précoces de 
la différenciation.  
Concernant les différenciations mégacaryocytaire, granulocytaire et monocytaire, en 
dehors de la surexpression de CDC25A observée dans l’ensemble des précurseurs myéloïdes 
par immunohistochimie (figure 2 B page 75), nous n’avons pour le moment pas plus 
d’éléments concernant sa surexpression. 
 
Nous projetons donc, dans la suite de nos travaux, de comparer le profil d’expression 
de CDC25A dans l’ensemble des ces différenciations à partir de progéniteurs sains et 
possédant la mutation JAK2V617F. 
 
Evaluation de la fonction de CDC25A au cours de la différenciation myéloïde de 
progéniteurs sains 
Afin d’appréhender les conséquences d’une dérégulation de CDC25A dans des 
pathologies hématologiques myéloïdes, il est important de connaître sa fonction au cours de la 
myélopoïèse physiologique. Pour cela, nous allons réaliser des expériences d’inhibition 
transitoire de CDC25A par siRNA selon le protocole schématisé ci-dessous tout au long des 
différenciations myéloïdes et analyser leur conséquences sur la prolifération (test BrdU), 
l’apoptose (test Annexine V/ 7AAD), et la différenciation cellulaire (phénotypage et étude 
morphologique). La transfection des cellules au 1er et 5ème jour de différenciation érythroïde a 






Schéma représentatif du protocole visant à évaluer la fonction de CDC25A dans le cas 
de la différenciation érythroïde 
 
 
 L’utilisation des modèles cellulaires (HB60, UT7)  nous permettra également de 
réaliser des analyses plus rapides et moins coûteuses en cellules primaires. 
 
 
L’analyse des conséquences de la surexpression de CDC25A dans les progéniteurs 
possédant la mutation JAK2V617F 
 Afin d’évaluer les conséquences de sa surexpression en aval de l’oncogène, après 
avoir identifié les stades auxquels CDC25A est surexprimée chez les patients, nous projetons 
de surexprimer CDC25A dans les cellules de donneurs sains à ces stades de différenciation 
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Schéma représentatif du protocole visant à évaluer les conséquences d’une 
surexpression de CDC25A au cours de la différenciation érythroïde 
 
 Cette partie du projet est déjà amorcée. En effet, Christine Didier et Christine Dozier, 
deux membres de notre équipe, ont déjà construit le vecteur d’infection contenant CDC25A et 
le gène de la GFP exprimé sous la dépendance d’une IRES. La transfection de ce vecteur dans 




Figure supplémentaire 3.2 : évaluation du vecteur d’expression
dans la lignée U2OS
Le vecteur de surexpression de CDC25A est transfecté dans la lignée
U2OS à l’aide du Polyjet (Polyplus Transfection, New York, USA).
Brièvement, le composé de transfection et le vecteur sont dilués
séparément dans du DMEM sans sérum puis mélangés et incubés 15
minutes à température ambiante puis rajouté sur les cellules. Le
milieu est ensuite changé 24h après la transfection. L’analyse de
l’expression de CDC25A est effectuée par western blot 48 heures
après la transfection.
J0 J1 J2 J3 J4 J5 J6 J7 J8 J9 J10 J11 J12 J13 J14
Différenciation érythroïde
expression de CDC25A au cours de la différenciation 
de progéniteurs sains
BrdU, Annexine V/7AAD, phénotypage, analyses morphologiques
Surexpression de CDC25A par transduction lentivrale
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 Des premières expériences de transduction lentivirale de ce vecteur ont été réalisées 
dans des progéniteurs et proérythroblastes issus de différenciation érythroïdes réalisées ex 
vivo. Ces expériences de mise au point sont encourageantes en ce qui concerne la faisabilité 
de cette expérience. En effet, une double infection de cellules CD34+, et de cellules à J8-J9 
d’une différenciation érythroïde et J8-J9 d’une différenciation granulo-monocytaire a permis 
d’obtenir un taux de transduction de 70%, 65% et 85% réciproquement. Nous n’avons 
cependant pas encore déterminé si les cellules transduites surexpriment bien CDC25A ni les 

























DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 
Cette étude a mis en évidence une surexpression de la phosphatase CDC25A en aval 
de la mutation JAK2V617F mettant en jeu un mécanisme de régulation positif impliquant 
STAT5 et la déphosphorylation du facteur d’initiation de la traduction cap-dépendante eIF-2α. 
De plus, les progéniteurs de patients portant la mutation apparaissent plus sensibles à l’effet 
de l’inhibition des CDC25 que les progéniteurs de donneurs sains (résultat 9 et 10 page 84 et 
85) et des premiers travaux mènent à penser que ce pourrait aussi être le cas des 
proérythroblastes (résultats 5-6-7 pages 106-108). Nous avons également vu que le salubrinal, 
un inhibiteur de eIF-2α, diminue nettement la croissance de la lignée FDC-P1-EPOR 
JAK2V617F et de progéniteurs possédant la mutation (figure 5C de l’article). 
 
Suite à ces observations nous pouvons proposer 3 perspectives d’études visant à 
évaluer l’intérêt thérapeutique de certains inhibiteurs en aval de JAK2 et une ouverture de 
l’étude à d’autres pathologies: 
 
 L’inhibiteur des CDC25 
 
La reproduction des résultats obtenus sur un plus grand nombre d’échantillons serait 
avant tout nécessaire afin de confirmer nos observations. Cependant, l’ensemble des résultats 
obtenus concernant cet inhibiteur suggèrent la présence d’une fenêtre thérapeutique 
concernant le compartiment érythrocytaire et sont donc encourageants. 
Pour aller plus loin dans l’évaluation de l’intérêt thérapeutique de l’inhibition des 
CDC25, nous projetons de tester l’efficacité et la toxicité de l’inhibiteur des CDC25 utilisé 
dans notre étude (l’IRC-083864) sur le modèle murin possédant l’oncogène déjà utilisé dans 
l’article. Ce modèle exprime l’allèle de JAK2V617F de manière constitutive et hétérozygote sur 
le locus de JAK2, avec un niveau protéique de JAK2 comparable à celui des souris contrôles 
(Marty et al., 2010). Les souris développent un phénotype de NMP sévère avec TE, MV, 
splénomégalie et MFP. Nous pourrons également tester, à cette occasion, l’effet de 






 Le salubrinal 
 
Le facteur eIF-2α a déjà été retrouvé dérégulé dans divers cancers (Rosenwald et al., 
2008), (Wang et al., 1999), (Rosenwald et al., 2003), (Rosenwald et al., 2001), (Wang et al., 
2001), (pour revue, Rosenwald et al., Oncogene, 2004 (Rosenwald, 2004)). Certaines équipes 
ont déjà envisagé une potentielle efficacité d’un traitement au salubrinal dans certaines 
pathologies malignes. Cette perspective est souvent évaluée en vue d’une sensibilisation à un 
traitement anticancéreux (Sequeira et al., 2009), (Schewe and Aguirre-Ghiso, 2009). Aussi, 
cet inhibiteur a déjà été testé sur la souris et ne parait pas avoir d’effet toxique à lui seul (Wu 
et al., 2011). 
 
 L’ensemble de ces données nous mènent à penser à un potentiel intérêt thérapeutique 
du salubrinal dans les NMP possédant la mutation JAK2V617F. Cette perspective peut 
notamment être envisagée en association avec d’autres inhibiteurs car il pourrait permettre de 
potentialiser l’effet de certains traitements comme des agents génotoxiques tel que 
l’hydroxyurée (utilisée actuellement en thérapie) ou encore des inhibiteurs de JAK2.  
 
 Des analyses complémentaires visant à définir la présence d’une potentielle fenêtre 
thérapeutique in vitro sont nécessaires afin de savoir si les cellules possédant la mutation ont 
une sensibilité accrue à cet inhibiteur en association, ou non, à d’autres traitements. Pour ce 
faire, nous pourrons réaliser le même type d’expériences que celles réalisées avec l’IRC-
083864 mais, cette fois-ci, avec le salubrinal. Nous pourrons également évaluer l’effet de cet 
inhibiteur à la sensibilisation à différents stress, en associant ce traitement avec des agents 
génotoxiques tels que l’hydroxyurée ou des inhibiteurs de JAK2 ou encore des facteurs 
négatifs de la myélopoïèse comme le TNF-α. Une étude plus poussée pourra ensuite être 
envisagée chez la souris. 
 
 D’autres stratégies 
 
Notre étude met en avant une interférence de JAK2V617F avec une voie stress pouvant 
jouer sur la traduction globale des protéines et ainsi moduler l’ensemble de l’activité 
cellulaire. Nous ne sommes pas les seuls à avoir mis en évidence la mise à profit des voies de 
stress cellulaire par JAK2V617F. En effet, Nakatake et ses collègues ont déjà observé une 
altération des voies de réponse aux dommages à l’ADN impliquant p53 en aval de la mutation 
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(Nakatake et al., 2011). Cette altération serait également impliquée dans l’indépendance des 
cellules vis-à-vis du sevrage en cytokines. De plus, d’autres travaux suggèrent que les cellules 
possédant JAK2V617F produiraient une grande quantité de TNFα auquel elles seraient, 
contrairement aux cellules saines, résistantes (Fleischman et al., 2011). Aussi, les 
érythroblastes portant la mutation JAK2V617F possèdent une résistance à l’apoptose induite par 
l’activation des récepteurs de morts (Zeuner et al., 2006). La mutation JAK2V617F pourrait par 
conséquent conférer aux cellules un avantage de croissance face à divers types de stress 
(comme la diminution du taux de cytokines, les dommages à l’ADN, l’augmentation du taux 
de facteurs solubles inhibant la myélopoïèse ou encore certains signaux de mort cellulaires) 
qui, cumulés, pourrait participer à l’expansion myéloïde terminale observée dans les NMP. De 
plus, cette altération de la réponse au stress pourrait aussi entraîner une accumulation 
d’altérations génétiques et la transformation en LAM. On peut donc se demander si cette 
altération de la réponse au stress ne pourrait pas être mise à profit dans le traitement des NMP 
philadelphie négatives en poussant les cellules à acquérir des altérations irrémédiables et 
entraîner ainsi leur mort. Il s’agit d’une stratégie déjà envisagée dans le cadre des acteurs de la 
prolifération cellulaire. C’est le cas notamment de l’utilisation des inhibiteurs de Chk1 visant 
à sensibiliser préférentiellement les cellules cancéreuses aux dommages à l’ADN entraînés 
par la chimiothérapie ou les radiations ionisantes (Garrett and Collins, 2011). Or certains de 
ces inhibiteurs de Chk1 sont actuellement testés en clinique. 
 
 L’ouverture de l’étude à l’ensemble des NMP philadelphie négatives et à d’autres 
pathologies 
 
D’autres mutations que  JAK2V617F ont été mises en évidence dans les NMP (voir 
tableau page 24). Nous avons également retrouvé, dans nos travaux, une dérégulation de 
CDC25A en aval de l’oncogène MPLW515L, qui est une mutation du récepteur de la TPO 
retrouvée dans certains cas de MFP (figure supplémentaire 1 de l’article). L’élargissement de 
notre étude aux autres mutations trouvées dans les NMP nous permettrait d’évaluer si le 
ciblage de CDC25A (ou de la phosphorylation de eIF-2α) serait envisageable dans l’ensemble 
des NMP, juste en aval de certaines mutations, ou uniquement en aval de JAK2V617F. De plus, 
la surexpression de CDC25A en aval de JAK2V617F apparaît faire intervenir le facteur de 
transcription STAT5. Or STAT5 est également activé de manière constitutive dans de 
nombreux autres cancers. C’est le cas notamment dans des LAM, des LMC, des 
érythroleucémies, des leucémies aiguës lymphoblastiques mais également dans des cancers 
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solides tels que le cancer du sein de la tête et du cou (Yu and Jove, 2004) (Ferbeyre and 
Moriggl, 2011), de la prostate (Liao and Nevalainen, 2011), du colon (Mao et al., 2011), du 
foie (Lee et al., 2006) ou encore de la peau (Mirmohammadsadegh et al., 2006). On peut aussi 
se demander si la dérégulation de la voie STAT5/eIF-2α/CDC25A ne pourrait pas également 
concerner certains de ces cancers. 
 A l’inverse des NMP, certaines pathologies sont accompagnées d’une dérégulation 
négative de la myélopoïèse. L’une des dérégulations négatives les plus répandues est 
l’anémie. Elle est souvent rencontrée suite à des pathologies chroniques (Cullis, 2011) ou 
encore dans les syndromes myélodysplasiques. Il s’agit d’une complication fréquente de 
cancers (près de 40% des patients sont anémiés au diagnostic) mais également de pathologies 
inflammatoires telles que des infections chroniques ou des maladies auto-immunes (Morceau 
et al., 2009). On peut donc se demander si eIF-2α et CDC25A ne pourraient pas être 
négativement dérégulées dans certaines de ces anémies, notamment celles liées à la présence 
de cytokines inflammatoires comme le TNFα puisque eIF-2α semble impliqué dans 
l’apoptose entrainée par le TNFα (Srivastava et al., 1998). 
 
 
 L’étude de la régulation et de l’implication de eIF-2α et de CDC25A dans ces 
pathologies pourrait être intéressante dans le but d’améliorer la compréhension de certaines 
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Here, we demonstrate that the expression of the dual 
specificity phosphatase CDC25A, a key regulator of cell cycle 
progression, is deregulated in Ba/F3 cells expressing the onco-
genic protein NPM/ALK and in human cell lines derived from 
NPM/ALK-positive anaplastic large cell lymphomas (ALCL). 
Both transcriptional and post-translational mechanisms account 
for the constitutive expression of the protein, and the PI3K/
Akt pathway is essential for this process. Importantly, phar-
macological inhibition of CDC25 dramatically inhibits the 
proliferation of NPM/ALK-expressing cells, while moderately 
affecting the proliferation of control Ba/F3 cells. RNA inter-
ference-mediated downregulation of CDC25A confirmed that 
NPM/ALK-expressing cells are highly dependent on this protein 
for their proliferation. Moreover, similar PI3K/AKt-mediated 
constitutive expression of CDC25A takes place down-stream of 
other hematological oncogenes, including BCR/ABL in Chronic 
Myeloid Leukemia and FLT3-ITD in Acute Myeloid Leukemia. 
Altogether, our data point to the functional link between 
hematopoietic oncogenic tyrosine kinases and the G1 cell cycle 
regulator CDC25A, and we propose that this protein may be a 
potential therapeutic target in ALCL and other hematological 
malignancies.
Introduction
Anaplastic large cell lymphomas are a group of non-Hodgkin 
T-cell or null-cell lymphoid neoplasms.1 They are characterized by 
the frequent (70%) chromosomal translocation t(2;5)(p23;q35), 
leading to the expression of the chimeric NPM/ALK tyrosine 
kinase,2 consisting of the N-terminal portion of nucleophosmin 
fused to the cytoplasmic domain of the tyrosine kinase receptor 
ALK. The transforming properties of this chimeric kinase are 
due to its constitutive and high catalytic activity, leading to cell 
proliferation increase, cytokine (IL-3)-independent cell growth, 
and resistance to various stresses.3,4 Several signaling effectors 
are over-activated down-stream of NPM/ALK, including PI3K/
Akt,5,6 MAPK,7 pp60c-src tyrosine kinase,8 and STAT transcription 
factors.9,10 While these signaling pathways have been extensively 
studied, the cell cycle effectors regulated down-stream of these 
networks are still poorly documented. The CDK inhibitor (CKI) 
p27Kip1 was found downregulated in cells expressing NPM/
ALK through a PI3K/Akt-dependent mechanism, leading to 
Akt-mediated phosphorylation and subsequent proteasomal degra-
dation.11,12 The CDK4/CDK6 regulator cyclin D3 was also found 
overexpressed in ALCL cells, this upregulation being linked to the 
activation of STAT3.13
The CDC25 dual specificity phosphatases activate proliferation 
by dephosphorylating the Thr14 and Tyr15 inhibitory residues of 
different Cyclin-Dependent Kinases (CDKs; reviewed in ref. 14). 
CDC25A is a key regulator of the G1 phase and of the G1/S tran-
sition, although its implication during mitosis was also described. 
The main CDC25A target is the CDK2 kinase, whose activa-
tion is necessary for full completion of the G1 phase and DNA 
synthesis activation. Different ways of regulating CDC25A have 
been described, including transcription by various factors such as 
E2F in response to growth factors,15 or Myc in a still to be defined 
context.16,17 More recently the STAT3 factor, p21 and p53 were 
also described as CDC25A transcriptional regulators.18,19 Post-
translational modifications of CDC25A also modify its cellular 
level through phosphorylation events leading to its degradation by 
the proteasome (reviewed in ref. 20). Phosphorylation of CDC25A 
by CHK1, p38MAPK and/or by other non-identified kinases 
participate to its degradation in response to genotoxic stress, as well 
as during normal cell cycle. Upregulation of CDC25A has been 
reported in various solid cancers,14 and in some cases, post-transla-
tional regulations seem to be involved.21 Recent studies confirmed 
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a role for CDC25A during tumorigenesis 
in mice.22,23
In this work, we investigate the status 
of CDC25A down-stream of NPM/ALK 
and other hematological tyrosine kinase 
oncogenes. We demonstrate that PI3K/
Akt-dependent constitutive expression of 
CDC25A occurs through different mecha-
nisms, and that cells with high levels of 
CDC25A become highly sensitive to inhi-
bition of this enzyme.
Results
Deregulation of CDC25A protein 
expression downstream of NPM/ALK. 
The CDC25A protein level was first 
established by western blot analysis of 
various ALCL cell lines. SU-DHL1, 
KARPAS 299 and COST cells express 
the NPM/ALK oncogene, while FEPD 
cells do not. As observed in Figure 1A, 
the four cell lines contain high levels of 
CDC25A in comparison to peripheral 
blood lymphocytes (PBL) from healthy 
donors. Inhibiting NPM/ALK with the 
pharmacological inhibitor WHI-154 
significantly reduced the level of CDC25A 
in SU-DHL1, KARPAS 299 and COST, 
but not in FEPD cells, which do not 
express NPM/ALK. Inhibition of NPM/
ALK by WHI-154 was controlled by 
western blot analysis with an anti-phospho 
NPM/ALK antibody. We then compared 
the level of CDC25A in Ba/F3 cells stably 
expressing NPM/ALK and in control ones 
(Fig. 1B). Under normal culture condi-
tions, the level of CDC25A was similar 
in both cell types (left). However, in the 
absence of IL-3, CDC25A levels were 
reduced in control cells, but unchanged 
in NPM/ALK-positive cells. In these 
conditions, inhibition of NPM/ALK with 
WHI-154 reduced CDC25A level (right). 
These data demonstrate that CDC25A 
is constitutively expressed down-stream 
of the NPM/ALK in ALCL cells and in other cell types stably 
expressing this oncogene.
Molecular mechanisms of CDC25A regulation. We then 
investigated whether modifications in CDC25A expression or 
degradation would explain its NPM/ALK-dependent regulation. 
In the absence of IL-3, treatment with the proteasome inhibitor 
MG-132 induced significant CDC25A upregulation in NPM/
ALK-expressing cells, while it did not significantly affect the low 
level of the protein in control cells (Suppl. Fig. 1), suggesting that 
both synthesis and degradation of CDC25A are active in NPM/
ALK cells. We then investigated the mRNA levels of CDC25A by 
RT-PCR in normal and NPM/ALK-expressing cells, in the absence 
of IL-3. As shown in Figure 1C, this level was low in control cells, 
and significantly increased in cells expressing NPM/ALK. As 
observed by western blot for the protein, inhibition of NPM/ALK 
by WHI-154 strongly reduced the mRNA level (not shown). Thus, 
either transcriptional activation of the gene or mRNA stabilization 
is induced by the oncogene. Altogether, these data demonstrate 
that NPM/ALK constitutively activates CDC25A gene expression 
and/or mRNA stability.
CDC25A deregulation in ALCL
Figure 1. CDC25A is upregulated down-stream of the NPM/ALK oncogene. (A) Crude extracts from 
three NPM/ALK-positive (Karpas 299, SU-DHL1, COST) and one NPM/ALK-negative (FEPD) ALCL 
cell lines were analyzed by western blot for the expression of CDC25A. Cells were treated for 3 
hours with 15 μM of the NPM/ALK inhibitor WHI-154 (WHI). Two fractions of peripheral blood 
lymphocytes (PBLs) from healthy donors were used as controls. The presence of the oncogene was 
verified with an antibody against the ALK receptor and its activity was followed with an antibody 
recognizing its Y664 phosphorylated form. Western blot analysis of CDC25C was performed as 
a control. (B) Murine Ba/F3 cell line stably transfected with either the NPM/ALK oncogene or with 
an empty vector (control) were grown in the presence (+) or the absence (-) of IL-3, and western 
blot analysis of CDC25A was performed (left). Antibody against ALK was used as a control (NPM/
ALK). NPM/ALK expressing cells were treated for 4 hours with the WHI-154 inhibitor and tested by 
western blot for the level of CDC25A (right). In both cases, western blot against Actin was used as 
a control for protein loading. (C) NPM/ALK-positive (NA) and negative (C) Ba/F3 cells were main-
tained in the absence of IL-3 for 18 hours, and harvested for total mRNA extraction. CDC25A mRNA 
was then amplified by RT-PCR in conditions allowing relative quantification in the different fractions. 
21 and 24 cycles of amplification are shown, and the 14S ribosomal subunit gene was used as a 
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we verified that its variations down-stream of the 
PI3K/Akt pathway were not just the consequence 
of the proliferation status of the cells. For this 
purpose we compared the kinetics of regulation 
by the PI3K/Akt pathway of CDC25A and of 
the cyclin A protein, which can be considered 
as a molecular marker of S phase. When NPM/
ALK expressing cells were treated with the PI3K 
inhibitor LY, CDC25A downregulation started 
as soon as 1 hour after addition of the inhibitor, 
while cyclin A levels were not modified during the 
first 8 hours of treatment, to finally dramatically 
drop after 24 hours (Fig. 2C). Altogether these 
data demonstrate that CDC25A regulation is an 
early event occurring down-stream of the NPM/
ALK-dependent signaling. Interestingly, in control 
cells, CDC25A regulation by the PI3K pathway is 
a much later event, occurring simultaneously with 
cyclin A decrease (Fig. 2D), suggesting different 
mechanisms of regulation in NPM/ALK positive 
and negative cells.
CDC25A is required for proliferation of NPM/
ALK expressing cells. In order to investigate the 
impact of CDC25A in proliferation of NPM/
ALK-positive cells, we first used the pharmacolog-
ical CDC25 inhibitor IRC-083864.24 As shown in 
Figure 3A, this molecule induced a significant inhi-
bition of proliferation of NPM/ALK-positive cells 
in the presence of IL-3, while its effect on control 
cells was not significant in the same conditions. The 
proliferation of NPM/ALK cells in the absence of 
IL-3 was also dramatically decreased with the same 
concentration of the inhibitor (right), suggesting 
that CDC25 phosphatases are key determinants of 
the IL-3 independence acquired by these cells. In 
order to confirm that CDC25A is involved in the 
increased proliferation of ALCLs, we performed 
siRNA-mediated downregulation of the protein in 
NPM/ALK-positive Ba/F3 cells. BrdU incorpora-
tion was used to monitor DNA synthesis. As shown 
in Figure 3B, the siRNA against CDC25A induced a significant 
decrease of BrdU incorporation in NPM/ALK-expressing cells, 
reflecting a decrease in DNA synthesis.
We then tested the effect of IRC-083864 on the proliferation of 
the ALCL cells (Fig. 4). The proliferation of COST and KARPAS 
cells was impaired with 100 nM of the inhibitor, and higher dose 
(200 nM) was required to decrease SU-DHL1 cells proliferation. 
FEPD cells were not affected in these conditions. Altogether, these 
data demonstrate that CDC25A is indeed a key actor of the IL-3-
independent proliferation of NPM/ALK-positive cells. No effect 
of this inhibitor was detected on cell death under these conditions 
(not shown).
CDC25A is upregulated down-stream of other hematopoietic 
oncogenic tyrosine kinases. We then performed experiments to 
define the level of CDC25A down-stream of two other oncogenic 
The PI3K/Akt pathway regulates CDC25A in ALCLs. We 
and others have previously observed that the PI3K pathway is a 
regulator of CDC25A in various cell types. Since this pathway 
is constitutively active downstream of NPM/ALK, we tested the 
effect of a pharmacological inhibition of PI3K on CDC25A levels. 
As shown in Figure 2A, both LY294002 (LY) and Wortmannin 
significantly reduced CDC25A levels in NPM/ALK-expressing 
cells, suggesting that this pathway is involved in its regulation. 
Accordingly, RT-PCR analysis indicates that the level of CDC25A 
mRNA was dramatically decreased in NPM/ALK-expressing cells 
when PI3K was inhibited by LY (Fig. 2B). These data suggest that 
the PI3K pathway regulates CDC25A transcription or mRNA 
stability downstream of the NPM/ALK oncogene.
CDC25A is an early target of the NPM/ALK dependent 
signaling. Since CDC25A expression is cell cycle dependent, 
3 Cell Cycle 2009; Vol. 8 Issue 9
Figure 2. The PI3K pathway regulates CDC25A down-stream of NPM/ALK. (A) Control and 
NPM/ALK Ba/F3 expressing cells were treated for 5 hours with either LY294002 (25 μM; 
LY) or Wortmannin (100 nM; Wort), two PI3K inhibitors, in the absence of IL3. As controls, 
cells were treated either with DMSO, or with the NPM/ALK inhibitor WHI-154 (15 μM; 
WHI). CDC25A was then analyzed by western blot, and CDC25C was used as a control. 
(B) Control and NPM/ALK-expressing cells were treated for 16 hours with LY294002 in 
the absence of IL-3, and harvested for total mRNA extraction. CDC25A mRNA was then 
amplified by RT-PCR in conditions allowing relative quantification in the different fractions. 
Conditions corresponding to 24 cycles of amplification are shown, and the 14S ribosomal 
subunit gene was used as a control. (C) NPM/ALK expressing Baf3 cells were treated for 
different times with LY294002 (25 μM; LY), and CDC25A and cyclin A (CycA) proteins 
were analyzed by western blot. Actin was used as a control. Quantification was performed 
by densitometry with the Geentools sotware from syngenes. (D) Same experiment as in C 
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inhibitor, a negative regulator of CDK2 activity, is downregulated 
donwsteam of NPM/ALK in PI3K/Akt-dependent manner.11,12 
These results suggest that down-stream of NPM/ALK, the PI3K/
Akt pathway regulates two major actors of the G1/S transition both 
leading to CDK2 activation.
tyrosine kinases, BCR/ABL, responsible 
of chronic myeloid leukemia (CML), and 
Flt3-ITD, a mutated form of the Flt3 
receptor found in 30% of patients with 
acute myeloid leukemia (AML). As shown in 
Figure 5A, Ba/F3 cells stably expressing these 
oncogenes contain high levels of CDC25A 
compared to control or wild type cells. This 
is also the case in the K562 cell line, which 
express the BCR/ABL fusion protein (Fig. 
5C). Inhibiting the PI3K pathway with LY 
led to rapid (2 hours) downregulation of 
CDC25A downstream of both oncogenes, 
confirming that the PI3K-dependent regula-
tion of CDC25A is a common early event 
down-stream of various oncogenic tyrosine 
kinases involved in hematological malignan-
cies (Fig. 5B and C).
Discussion
In this work, we show that NPM/ALK 
expression and activity lead to CDC25A 
constitutive expression in various cell types, 
demonstrating for the first time a direct link 
between an oncogene and CDC25A regula-
tion. The rapid kinetics of downregulation in 
response to pharmacological inhibitors strongly argue for CDC25A 
being a target and an effector of the PI3K pathway, rather than a 
simple marker of cell proliferation status. Our comparison of 
CDC25A and cyclin A kinetics of regulation downstream of 
NPM/ALK further confirms this hypothesis. The p27Kip1 CDK 
Figure 3. CDC25 inhibition affects the proliferation of NPM/ALK-expressing cells. (A) Control (C) and NPM/ALK-expressing (NA) cells were grown in the 
presence or the absence of the CDC25 inhibitor IRC-83864 (IRC;100 nM). Cells were counted at day 3 after seeding and the proliferation rates (number 
of cells at day 3/number of cells at day 0) of the different culture conditions were compared. The experiment was performed either in the presence (left) 
or in the absence (right) of IL-3. The results are expressed as mean ± SD of three independent experiments performed in triplicate. **p < 0.025; ***p 
< 0.01. (B) NPM/ALK-expressing cells were transfected with siRNA against CDC25A in the absence of IL-3, and DNA synthesis was measured after 18 
hours by BrdU incorporation, as described in materials and methods. The results are presented as a percentage of BrdU incorporation by comparison 
with the BrdU incorporation values obtained with control siRNA. Western blot analysis of the corresponding fractions was performed with an antibody 
against CDC25A and against actin as a control. The results are expressed as mean ± SD of three independent experiments. *p < 0.05.
Figure 4. CDC25 inhibition affects the proliferation of ALCL cell lines. (A) The four ALCL cell lines 
(Karpas 299, SU-DHL1, COST and FEPD) were grown in the presence (black line) or the absence 
(dashed line) of the CDC25 inhibitor IRC-83864 (100 nM) and cell numbers were counted each 
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a few reports describing a link between this pathway 
and CDC25A, and the molecular actors of this 
process remain unknown. Recently, we described 
a PI3K-dependent upregulation of CDC25A due 
to protein stabilization in acute myeloid leukemic 
cells interacting with fibronectin.26 However, we 
also observed an increase of CDC25A mRNA 
in one of the leukemic cell lines, suggesting 
transcriptional or mRNA regulation. Although 
we do not exclude a stabilization of the protein, 
our present data argue for transcriptional and/or 
mRNA regulation, suggesting that depending on 
the cell and/or the oncogenic context, different 
ways of regulation of CDC25A by the PI3K/Akt 
pathway may exist. E2F1, c-myc and STAT3 are 
the main transcription factors described to regu-
late CDC25A expression. STAT3 is upregulated 
down-stream of NPM/ALK, and recent studies 
point to its importance in the cell transformation 
process.9,10 Whether STAT3 is an intermediate 
between NPM/ALK and CDC25A expression 
remains to be established.
One important aspect of this study is the 
preferential sensitivity of NPM/ALK-expressing 
cells to CDC25A inhibition. This is particularly 
intriguing in the presence of IL-3, since in these 
conditions, the level of CDC25A is very similar 
in both cell lines. This opens the interesting 
possibility that the functional status of the phos-
phatase is different depending on whether it is 
expressed down-stream of the IL-3 receptor or 
of the NPM/ALK oncogene. The proliferation 
experiments performed on the ALCL cell lines also 
suggest that the functional status of CDC25A may 
vary between cell types. Indeed the FEPD cells, 
which contain high levels of CDC25A but do 
not express NPM/ALK, were not affected by the 
pharmacological inhibition of the phosphatase. 
The reasons of this different behavior remain to 
be established.
siRNA-mediated CDC25A downregulation inhibits DNA 
synthesis, suggesting that the protein is indeed a key effector of 
NPM/ALK-mediated proliferation through its CDK2-activating 
function at the G1/S transition. However, we do not rule out 
that its role during mitosis is also involved. The modest effect of 
the inhibitor on control Ba/F3 cells suggests that the activity of 
CDC25 phosphatases is not crucial for the proliferation of these 
cells, in good accordance with studies performed on other cell types 
with previous versions of the inhibitor.24 However, the reason of 
this moderate effect remains intriguing, given for instance the 
dramatic effects of CDC25A knock-out in mice. Whatever the 
reasons of this high sensitivity of lymphoma or leukemic cells to 
CDC25 inhibition, this observation opens interesting perspectives 
in terms of therapeutic targeting of these phosphatases in these 
pathologies.
Elegant studies by Ray et al.22,23 recently demonstrated the 
involvement of CDC25A in the carcinogenesis process in synergy 
with Ras and neu oncogenes. Although there are many reports 
describing CDC25A overexpression in cancers, the molecular 
mechanism involved were not investigated in depth. In breast 
cancer cells, Loffler et al.21 suggest that post-translational regu-
lations of the protein account for its high cellular levels. Very 
recently, phosphorylation of CDC25A by GSK3β, and subsequent 
degradation by the proteasome has been correlated with the high 
levels of the protein detected in various cancers.25 Although our 
data argue for a transcriptional and/or an mRNA regulation of 
CDC25A down-stream of NPM/ALK, we do not rule out that 
post-translational regulations also influence the stability of the 
protein in our system.
Our data show that the PI3K pathway is involved in CDC25A 
constitutive expression down-stream of NPM/ALK. There are only 
Figure 5. CDC25A is upregulated down-stream of haematological oncogenes. (A) Ba/F3 
cells expressing the wild type (WT) Flt3 receptor (Flt3-R), the mutant Flt3-ITD receptor (ITD), 
the p190 BCR/ABL or p210 BCR/ABL oncogenes, or an empty vector as a control, were 
harvested and analyzed by western blot to establish the level of CDC25A. (B) Control and 
Flt3-ITD-expressing Ba/F3 cells were treated for 2 hours with the PI3K inhibitor LY294002 
(25 μM), and the level of the CDC25A protein was estimated in the corresponding crude 
by western blot analysis. (C) Left: control and p210 BCR/ABL expressing Ba/F3 cells were 
treated for 2 hours with the PI3K inhibitor LY294002 (25 μM) and the level of the CDC25A 
protein was estimated in the corresponding crude fractions by western blot analysis. Right 
panel: the K562 BCR/ABL expressing cell line was treated with 1.2 μM STI-571 (STI), or 25 
μM LY294002 (LY) for 2 hours and analyzed as described before to evaluate the level of 
CDC25A upon these treatments. Western blot against Actin was used as a control for protein 





















www.landesbioscience.com Cell Cycle 6
CDC25A deregulation in ALCL
RNA isolation and semi-quantitative RT-PCR. Total RNA 
was extracted by guanidine isothiocyanate-phenol-chloroform 
extraction ready-to-use TRIzol reagent (Invitrogen) according to 
the manufacturer. RNA was stored at -80°C prior to use. cDNA 
was generated from 5 μg RNA, with the Super Script reverse tran-
scriptase from the SuperScript III First-Strand Synthesis System 
for RT-PCR (Invitrogen) following the manufacturer instructions. 
The PCR was performed with Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
with 1 μl of cDNA. The primer sequences were: CDC25A, 
5'-ACG GTC ACC ATG GAC CAG C-3' (sense) and 5'-TTC 
AGG GCT GGG CTA CAT CC-3' (antisense); 14S, 5'-GGT 
GGC TGA GGG AGA GAA TG-3' and 5'-CTC GGC AGA 
TGG TTT CCT TG-3' (antisense). 21 and 24 cycles of amplifica-
tion were performed for each of the experiments. The products 
were analyzed on 2% agarose gels.
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5-bromo-2-deoxyuridine incorporation assay and cell cycle 
analysis. Cells were labeled with 10 μM BrdU for 30 min, 
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BrdU detection was performed with the BrdU staining kit from 
BD Pharmingen. Cells were analyzed by flow cytometry with a 
FacScan cytometer (Becton Dickinson).
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coupled secondary antibody (Cell Signaling). Detection was 
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  Myeloproliferative neoplasms (MPN) are hematological malignancies 
characterized by an excessive clonal amplification of myeloïd lineage. The JAK2V617F 
oncogene, which induces a constitutive activation of the tyrosine kinase JAK2, is involved in 
three MPN: polycythemia vera, essential thrombocythemia and primitive myelofibrosis. 
Several JAK2 inhibitors are currently tested in clinical trials on these pathologies. However, 
these inhibitors induce important side effect and do not eradicate the mutated clone. Thus, a 
best understanding of JAK2V617F oncogenic mechanisms is necessary to improve the treatment 
of these MPN. Our research belongs to this general objective. We kept a particular interest on 
the G1/S transition CDC25A phosphatase for several reasons: (i) JAK2V617F favors this cell 
cycle transition; (ii) CDC25A is overexpressed in several cancers and downstream other 
tyrosine kinase oncogenes; (iii) the presence of CDC25A currently tested in clinical trials for 
other malignant pathologies. 
In our study, we demonstrate that the CDC25A phosphatase is constitutively over-expressed 
downstream of JAK2V617F mutant in cell lines, JAK2V617F-positive myeloid precursors of 
MPN patients and in bone marrow and spleen of JAK2V617F-positive knock-in mice. This 
over-expression appears to be the consequence of a translational deregulation of CDC25A 
involving the cap-dependant translation initiation factor eIF-2α and the STAT5 transcription 
factor. Furthermore, our results show that CDC25A inhibition reduces the clonogenic and 
proliferative potential of JAK2V617F-expressing erythroid progenitors, while moderately 
affecting normal counterpart. 
In the second part of our study, we show that CDC25A is early expressed in ex vivo erythroid 
and granulo-monocytic differentiations and absent in terminal differentiations. 
Thereafter, we prospect to modulate CDC25A expression to better understand the 
physiological function of this phosphatase in hematopoiesis and the impact of its deregulation, 
and to evaluate the relevance of CDC25 inhibitors in these pathologies. 
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Les néoplasies myéloprolifératives (NMP) sont des pathologies malignes 
caractérisées par une expansion clonale excessive de cellules de la lignée myéloïde. La 
mutation JAK2V617F, qui entraîne une activation constitutive de la tyrosine kinase JAK2, 
est impliquée dans trois de ces NMP, la maladie de Vaquez, la thrombocytémie 
essentielle et la myélofibrose primitive. De nombreux inhibiteurs de JAK2 ont été 
développés et certains sont testés en clinique. Cependant, les effets secondaires semblent 
importants et les premiers résultats suggèrent qu’ils ne permettront pas d’éradiquer le 
clone muté. Une meilleure compréhension des mécanismes oncogéniques de JAK2V617F 
est nécessaire afin d’améliorer le traitement de ces NMP. Mes travaux de thèse entrent 
dans cet objectif général. Nous nous sommes plus particulièrement intéressés à l’analyse 
de l’implication et de la régulation de la phosphatase CDC25A, une phosphatase 
impliquée dans la transition G1/S du cycle cellulaire. En effet, l’oncogène JAK2V617F 
favorise cette transition et CDC25A est surexprimée dans de nombreux cancers et en aval 
d’autres oncogènes à activité tyrosine kinase. De plus, des inhibiteurs des CDC25 dont 
l’IRC-083864 sont actuellement testés en clinique.  
La première partie de nos travaux ont permis de mettre en évidence que la 
mutation JAK2V617F entraîne une  surexpression de CDC25A et notamment dans des 
précurseurs myéloïdes de patients atteints de NMP. Notre étude suggère que cette 
surexpression est la conséquence d’une dérégulation traductionnelle de CDC25A 
impliquant le facteur d’initiation de la traduction cap-dépendante eIF-2α et le facteur de 
transcription STAT5. De plus, l’inhibition de CDC25A diminue les capacités clonogènes 
de progéniteurs possédant JAK2V617F alors qu’elle a un effet moindre sur celle des 
progéniteurs de donneurs sains.  
La deuxième partie de nos travaux a mis en évidence une expression précoce de 
CDC25A au cours de différenciations érythroïde et granulo-monocytaire de progéniteurs 
sains réalisées ex vivo, qui est absente au cours des différenciations terminales.  
Dans la suite de nos travaux, nous projetons de moduler l’expression de CDC25A 
dans le but de mieux comprendre le rôle physiologique de CDC25A dans l’hématopoïèse 
et les conséquences de sa dérégulation ainsi que d’évaluer la pertinence d’inhibiteurs de 
CDC25A dans ces pathologies. 
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